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Περίληψη 
Ο καφές είναι ένα εξαιρετικά δημοφιλές ρόφημα ανά τον κόσμο λόγω των 
χαρακτηριστικών οργανοληπτικών στοιχείων του (γεύση και άρωμα). Το ρόφημα 
προέρχεται από τους κόκκους του φυτού Coffea και σαν φυτικό προϊόν περιέχει 
πληθώρα βιοδραστικών συστατικών όπως η καφεΐνη, πολυφαινόλες και άλλα. Οι 
κόκκοι του φυτού Coffea υφίστανται επεξεργασία και καβούρδισμα πριν τη χρήση για 
την παραγωγή του ροφήματος, γεγονός που είναι πιθανόν να οδηγήσει σε αλλαγή των 
ιδιοτήτων των βιοδραστικών συστατικών. Επειδή, λοιπόν, ο καφές αποτελεί ένα τόσο 
διαδεδομένο ρόφημα και καταναλώνεται παντού έχει στρέψει το επιστημονικό 
ενδιαφέρον πάνω του και ως αποτέλεσμα έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες με 
σκοπό την διερεύνηση των ιδιοτήτων του σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις. 
Υπάρχουν κάποια ενθαρρυντικά αποτελέσματα, αλλά εφόσον δεν υπάρχουν 
πληροφορίες σχετικά με τον μοριακό μηχανισμό δράσης, δεν είναι εύκολο να 
πραγματοποιηθούν στοχευμένες μελέτες. Για το λόγο αυτό, στη συγκεκριμένη μελέτη 
εξετάστηκαν εννέα δείγματα καφέ εκ των οποίων τρεις πράσινοι και έξι αντίστοιχοι 
καβουρδισμένοι. Αρχικά ετοιμάστηκαν πολυφαινολικά εκχυλίσματα για το κάθε δείγμα 
και εν συνεχεία αυτά εφαρμόστηκαν σε πολλαπλά τεστ Amesμε χρήση βακτηρίων 
Salmonellatyphimurium TA102 και παρουσία οξειδωτικού παράγοντα με σκοπό να 
διαπιστωθεί η επίδραση που θα είχαν στην ανάπτυξη των αποικιών των 
μικροοργανισμών. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, ο καφές -στο εύρος συγκεντρώσεων 
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Abstract 
Coffee is a very popular beverage worldwide due to its organoleptic properties 
(flavour and aroma). It is a brewed drinkprepared from coffee beans, which are the 
seeds of the Coffea plant. As a crop, it contains a plethora of bioactive components such 
as caffeine and polyphenols among others. Coffee beans undergo several processes and 
roasting, which may affect the properties of its bioactive components. Therefore, 
because coffee is a widely consumed beverage, several studies have taken place in 
order to investigate its role in various pathological conditions. There are some 
encouraging results, but since its molecular mechanisms of action remains 
obscure,more specific studies are not easy to be conducted. Therefore, in this study 
nine coffee samples were examined, including 3 green coffee samples and 6 
corresponding roasted coffee samples. Initially, polyphenolic extracts for each sample 
were prepared and then these extracts were screened with the Ames tests using 
Salmonella typhimurium TA102 strains in the presence of an oxidizing agent in order to 
determine the impact they would have on the mutation rate of the bacterial colonies. 
According to the results, coffee -in the concentration range tested- appeared to inhibit 
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1. Εισαγωγή 
1.1 Ελεύθερες ρίζες 
Με τον όρο ‘’ελεύθερες ρίζες’’ αναφερόμαστε σε μόρια ή άτομα με ένα ή 
περισσότερα ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική στοιβάδα σθένους (Cheeseman & 
Slater, 1993). Για παράδειγμα ελεύθερες ρίζες σχηματίζονται όταν διασπάται ένας 
ομοιοπολικός δεσμός και ένα ηλεκτρόνιο παραμένει με κάθε νεοσχηματισμένη χημική 
οντότητα. Η πιο απλή ελεύθερη ρίζα είναι το άτομο του υδρογόνου που αποτελείται 
από ένα πρωτόνιο και ένα ηλεκτρόνιο. Οι ελεύθερες ρίζες είναι μόρια πολύ ασταθή και 
πολύ δραστικά καθώς προσπαθούν να αποσπάσουν ηλεκτρόνια από άλλα μόρια (Keles, 
Taysi, Sen, Aksoy, & Akcay, 2001; Prior & Cao, 1999) 
Ο χρόνος ημιζωής τους είναι πολύ μικρός (κυμαίνεται από χιλιοστά του 
δευτερολέπτου έως νανοδευτερόλεπτα). Οι ελεύθερες ρίζες παράγονται από μια 
μεταφορά ηλεκτρονίου που απαιτεί υψηλή κατανάλωση ενέργειας (Cheeseman & 
Slater, 1993). 
Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να αντιδρούν είτε μεταξύ τους είτε με διάφορα 
άλλα μόρια τα οποία δεν είναι ρίζες.  ταν αντιδρούν μεταξύ τους οδηγούν στην 
παραγωγή μιας μη ρίζας. Η μη ρίζα αυτή συνήθως είναι λιγότερο δραστική από εκείνες 
που οδήγησαν στην παραγωγή της.  ταν οι ελεύθερες ρίζες αντιδρούν με μία μη ρίζα, 
όπως είναι τα περισσότερα βιομόρια (DNA, λιπίδια, πρωτεΐνες), παράγονται νέες ρίζες 
οι οποίες στην συνέχεια μπορούν να αντιδράσουν με άλλα μόρια και να οδηγήσουν 
στην παραγωγή νέων ριζών. Η διαδικασία αυτή μπορεί να συνεχιστεί αλυσιδωτά με 
δυσμενείς συνέπειες για τον οργανισμό (Cheeseman & Slater, 1993).  
Υπάρχουν διάφοροι τύποι ελεύθερων ριζών. Οι πλέον σημαντικές ελεύθερες 
ρίζες είναι μοριακά είδη με κέντρο το οξυγόνο και μερικές φορές το άζωτο (Sengupta et 
al. 2004; Pani et al. 2010; AICR 2007), το θείο (Battin & Brumaghim 2009; Pani et al. 
2010) ή τον άνθρακα.  
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1.2 Δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) 
Ο όρος δραστικές μορφές οξυγόνου συνήθως περιγράφει τις ελεύθερες ρίζες 
που έχουν σαν κεντρικό μόριο το οξυγόνο. Ωστόσο, δεν αποτελούν όλες οι ROS 
ελεύθερες ρίζες. Οι ευεργετικές δράσεις των ROS παρατηρούνται σε χαμηλές ή μέτριες 
συγκεντρώσεις και αφορούν σε φυσιολογικές διαδικασίες όπως στην κυτταρική 
απόκριση στο στρες, στη μεταγωγή σήματος, στην κυτταρική διαφοροποίηση, στη 
μεταγραφή γονιδίων, στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, στη φλεγμονή, στην 
απόπτωση, στη φαγοκυττάρωση κυττάρων του ανοσοποιητικού και στη σηματοδότηση 
για την πήξη του αίματος (Παπαγαλάνης, 2014). 
 λες οι ROS έχουν κοινή ικανότητα να αποσπούν ένα ηλεκτρόνιο από ένα μόριο 
στόχο και αυτό χημικά ονομάζεται οξείδωση. Επομένως, οι ROS προκαλούν οξείδωση 
και γι’αυτό δρουν ως οξειδωτικά, ενώ οι ίδιες υφίστανται αναγωγή. Αποτελούνται από 
τα ενδιάμεσα προϊόντα ατελούς αναγωγής του οξυγόνου. 
Χαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων ελευθέρων ριζών είναι η ρίζα του 
σουπεροξειδίου (O2
•-), του υδροξυλίου (OH•), του αλκοξυλίου (RO•) και του 
υδροπεροξυλίου (ΗΟ2
•). Ωστόσο, στις ROS εντάσσονται και μη ριζικά παράγωγα του 
οξυγόνου όπως είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) οι ρίζες τριχλωρομεθυλίου 
(CCl3
•), οι θειούχες ρίζες (RS•) και το υποχλωριώδες οξύ (COCl). 
 
Πίνακας 1: Δραστικές μορφές οξυγόνου 
ΔΡΑΣΤΙΚΕΣ ΜΟΡΦΕΣ ΟΞΥΓΟΝΟΥ 
Radicals Non-radicals 
Ανιόν Σουπεροξειδίου ( O2·
-) Υπεροξείδιο Υδρογόνου (H2O2) 
Ρίζα Υδροξυλίου ( OH·) Υποχλωριώδες Οξύ (HOCl) 
Ρίζα Υπεροξειδίου (RO2·) Υποβρωμιώδες Οξύ (HOBr) 
Ρίζα Αλκοξειδίου (RO·)  ζον (O3) 
Ρίζα Υδροϋπεροξειδίου ( HO2·) Μονήρες Οξυγόνο (
1O2) 
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Εικόνα 1: Παραδείγματα δραστικών μορφών οξυγόνου 
 
1.2.1 Ανιόν του σουπεροξειδίου (O2
•-) 
Το σουπεροξείδιο αρχικά σχηματίζεται σαν ένα ενδιάμεσο βιοχημικών 
αντιδράσεων (Halliwell, 1995). Αυτό το ανιόν είναι αρνητικά φορτισμένο και είναι 
σχετικά αδιαπέραστο στη μεμβράνη. 
Το ανιόν του σουπεροξειδίου σχηματίζεται από την οξειδοαναγωγική αντίδραση 
μεταξύ του μοριακού οξυγόνου και ενός ηλεκτρονίου, O2 + e
-O2
•–. Στα φαγοκύτταρα 
παράγεται σε μεγάλες ποσότητες από τη οξειδάση NADPH και χρησιμοποιείται στους 
εξαρτώμενους από οξυγόνο μηχανισμούς εξολόθρευσης εισβαλόντων παθογόνων 
επειδή είναι ιδιαίτερα τοξικό (Halliwell, 1995). Παράγεται επίσης ως παραπροϊόν της 
αναπνοής που πραγματοποιείται στα μιτοχόνδρια, και κυρίως από τα συμπλέγματα Ι 
και ΙΙ. Παράγεται ακόμα και από άλλα ένζυμα, όπως η οξειδάση της ξανθίνης κατά τη 
μετατροπή της υποξανθίνης σε ξανθίνη και εκείνης σε ουρικό οξύ (Muller, Lustgarten, 
Jang, Richardson, & Van Remmen, 2007). Επειδή η ρίζα αυτή είναι τόσο τοξική, οι 
οργανισμοί που ζουν παρουσία οξυγόνου διαθέτουν ισομορφές του ενζύμου 
υπεροξειδική δισμουτάση (SOD) το οποίο μετατρέπει το ανιόν σουπεροξειδίου σε 
μοριακό οξυγόνο ή υπεροξείδιο υδρογόνου το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται από 
το ένζυμο καταλάση σε νερό και μοριακό οξυγόνο. 
1.2.2 Ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ•) 
Πρόκειται για μια πολύ δραστική ρίζα που, ωστόσο, παίζει πολύ σημαντικό ρόλο 
στη χημεία των ριζών (Hayyan, Hashim, & AlNashef, 2016). Η ρίζα υδροξυλίου συχνά 
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παράγεται σαν παραπροϊόν της δράσης του ανοσοποιητικού και μπορεί να δράσει 
ενάντια σε όλα σχεδόν τα είδη μακρομορίων: υδατάνθρακες, νουκλεϊκά οξέα, λιπίδια 
και αμινοξέα (Reiter et al., 1995). Ο χρόνος ημιζωής της ρίζας υδροξυλίου in vivo είναι 
πολύ μικρός και για το λόγο αυτό είναι πολύ επικίνδυνη για τον οργανισμό (Reiter et 
al., 1995; Reiter, Carneiro, & Oh, 1997). Σε αντίθεση με το ανιόν του σουπεροξειδίου το 
οποίο μπορεί να εξουδετερωθεί από την υπεροξειδική δισμουτάση, η ρίζα υδροξυλίου 
δεν μπορεί να αποτοξικοποιηθεί μέσω ενζυμικής αντίδρασης. Έτσι το κύτταρο 
επιστρατεύει άλλους μηχανισμούς όπως είναι τα ενδογενή αντιοξειδωτικά για να 
προστατευτεί από την επιβλαβή δράση του (Reiter et al., 1997). 
Προκύπτει σύμφωνα με την αντίδραση Fenton-Haber-Weiss  μεταξύ του 
ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2
•–) και του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) 
παρουσία ενός μετάλλου μετάπτωσης, το οποίο επιταχύνει την αντίδραση. Στα 
βιολογικά συστήματα το μέταλλο αυτό είναι συνήθως ο σίδηρος (Mylonas & Kouretas, 
1999). 
Ο2 
•–    +  Η+  Ο2 
•Η 
Ο2 
•Η  +  Ο2
•–  + Η+   Η2Ο2  +  Ο2 
Fe3+  +  O2
. -
  Fe
2+  +   O2 
Fe2+   +  H2O2  Fe
3+  +  OH•+  OH– 
 
Ο χαλκός και άλλα μεταλλικά ιόντα μπορούν επίσης να καταλύσουν την 
αντίδραση. Η ρίζα υδροξυλίου είναι ένας ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας που αντιδρά 
με πολλά οργανικά και ανόργανα μόρια στο κύτταρο (DNA, πρωτεΐνες, λιπίδια, 
αμινοξέα και μέταλλα). Οι τρεις κύριες αντιδράσεις της ρίζας υδροξυλίου είναι η 
απόσπαση υδρογόνου, η προσθήκη και η μεταφορά ηλεκτρονίου. 
1.2.3 Υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) 
Το υπεροξείδιο του υδρογόνου δεν είναι ελεύθερη ρίζα αλλά προκαλεί βλάβες 
στο κύτταρο σε μικρές συγκεντρώσεις (10μM). Πρόκειται για ένα δραστικό μόριο, που 
μπορεί να οδηγήσει στην παραγωγή ελευθέρων ριζών, όπως η ρίζα του υδροξυλίου. 
Είναι σταθερό, διαπερατό στις μεμβράνες και έχει μεγάλο χρόνο ημιζωής μέσα στο 
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κύτταρο. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου είναι κυτταροτοξικό αλλά θεωρείται ένας 
σχετικά ασθενής οξειδωτικός παράγοντας. Η κυτταροτοξικότητά του εμφανίζεται μέσω 
της ικανότητάς του να παράγει ελεύθερες ρίζες μέσω μεταλλο-καταλυόμενων 
αντιδράσεων όπως η αντίδραση Fenton. 
Fe+2+ H2O2  Fe
+3+ OH•+ OH- 
Το υπεροξείδιο του υδρογόνου σχηματίζεται από οξειδάσες, οι οποίες 
καταλύουν τη μεταφορά δύο ηλεκτρονίων στο μοριακό οξυγόνο, όπως οι οξειδάσες 
των αμινοξέων, η οξειδάση της γλυκόζης και η οξειδάση του γλυκολικού. Σχηματίζεται 
επίσης με αυτο-οξειδοαναγωγή της ρίζας υπεροξειδίου 
2Ο2
•+2Η+       Η2Ο2 + Ο2 
 
1.3 Δραστικές μορφές αζώτου (RNS) 
Στις ελεύθερες ρίζες ανήκουν και κάποιες από τις δραστικές μορφές αζώτου 
(Reactive nitrogen species, RNS). Οι RNS περιλαμβάνουν ρίζες που έχουν σαν κεντρικό 
μόριο το άζωτο όπως το μονοξείδιο του αζώτου NO• και το διοξείδιο του αζώτου NO2
• 
καθώς και αζωτούχες ενώσεις που δεν είναι ελεύθερες ρίζες αλλά είναι οξειδωτικοί 
παράγοντες ή μετατρέπονται εύκολα σε ελεύθερες ρίζες (π.χ. το νιτρώδες οξύ ΗΝΟ2 και 
το ανιόν του νιτρικού υπεροξειδίου ΟΝΟΟ-) (Fang, Yang, & Wu, 2002). 
Πίνακας 2: Δραστικές μορφές αζώτου 
ΔΡΑΣΤΙΚΕΣ ΜΟΡΦΕΣ ΑΖΩΤΟΥ 
Radicals Non-radicals 
ΡίζαΜονοξειδίουΑζώτου (NO·) Νιτρώδες Οξύ (HNO2) 
Ρίζα Διοξειδίου Αζώτου (NO2·) Κατιόν Νιτροσυλίου (NO
+) 
 Ανιόν Νιτροσυλίου (NO-) 
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1.4 Ενδοκυτταρικές πηγές παραγωγής ROS 
1.4.1 Οξειδωτική φωσφορυλίωση 
 Είναι μία διαδικασία, η οποία λαμβάνει χώρα στην εσωτερική μεμβράνη των 
μιτοχονδρίων και θεωρείται ίσως η σημαντικότερη ενδοκυτταρική πηγή ROS. Η 
πλειοψηφία των ROS παράγεται στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων στα 
μιτοχόνδρια αφού το 0,1-1% του οξυγόνου μετατρέπεται σε ρίζα. 
Η αφυδρογονάση του ΝΑDH (σύμπλεγμα 1) και το σύμπλεγμα κυτοχρώματος 
bc1 (σύμπλεγμα 3), είναι γνωστές θέσεις παραγωγής O2
•- και H2O2 (Chance, Sies, & 
Boveris, 1979). Το H2O2  δημιουργείται με τη μεταφορά από το NADH και FADH2 στην 
ουβικινόνη. Η ροή ηλεκτρονίων στο μοριακό οξυγόνο παράγει O2
•- (Chance et al., 1979). 
Το O2
•- ανάγεται σε H2O2 από τη μιτοχονδριακή δισμουτάση του υπεροξειδίου (Mn-
SOD). Ακόμα, μέσω της αντίδρασης Haber-Weiss ανάμεσα στο O2








Fe2+ + Η2Ο2  Fe
3+ + ΟΗ- + ΟΗ. 
Net Ο.- + Η2Ο2    ΟΗ
- + ΟΗ. + Ο2 
Στην εσωτερική μεμβράνη του μιτοχονδρίου παράγεται επίσης μονοξείδιο του 
αζώτου (NO) από την συνθάση του NO. Το μονοξείδιο του αζώτου αντιδρά με το ανιόν 
σουπεροξειδίου (O2
•-) και παράγει υπεροξυνιτρικό ανιόν (ONOO-), το οποίο σε 
φυσιολογικό pH παράγει υπεροξυνιτρώδες οξύ (ONOOH). Από αυτό τελικά 
σχηματίζονται οι ρίζες O2
•- και NO2
•. 
 Η αντίδραση του μονοξειδίου του αζώτου (NO) με την ουβικινόλη (UQH2) 
οδηγεί στο σχηματισμό ημικινόνης (UQH), η οποία λειτουργεί σαν σημείο παραγωγής 
σουπεροξειδίου (O2
•-). 
1.4.2 Ουδετερόφιλα και αναπνευστική “έκρηξη” 
Τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα (PMN) είναι κύτταρα του ανοσοποιητικού 
που παίζουν σημαντικό ρόλο στην προστασία των ιστών από την προσβολή τους από 
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ιούς και βακτήρια. Η ενεργοποίηση των PMN τυπικά αρχίζει με την καταστροφή του 
ιστού που προκαλείται από ROS ή άλλους μηχανισμούς.  
Στην οξεία φάση αντίδρασης, τα PMN μεταναστεύουν στην περιοχή 
τραυματισμού καθώς προσελκύονται από χημειοτακτικούς παράγοντες που 
προέρχονται από τα κατεστραμμένα κύτταρα και απελευθερώνουν τα λυτικά ένζυμα 
καθώς και  το O2
•- κατά τη διάρκεια της φαγοκυττάρωσης. 
 Τα λυτικά ένζυμα διευκολύνουν την καταστροφή των πρωτεϊνών που έχουν 
υποστεί βλάβες ενώ το O2
•- παράγεται από τη μυελοϋπεροξειδάση και την NADPH 
οξειδάση. Η κυτταροπλασματική δισμουτάση του υπεροξειδίου μετατρέπει το O2
•- σε 
H2O2, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται σε OH
• από ιόντα μετάλλων ή σε HOCl. 
Η2Ο2  +  Cl
-     HOCl +OH 
Αυτή η φλεγμονώδης αντίδραση θεωρείται σημαντική για την απομάκρυνση 
κατεστραμμένων πρωτεϊνών και την παρεμπόδιση βακτηριακής και ιϊκής μόλυνσης, 
ωστόσο, ROS και άλλα οξειδωτικά μόρια που απελευθερώνονται από τα ουδετερόφιλα 
μπορούν να προκαλέσουν δευτερογενή βλάβη όπως υπεροξείδωση των λιπιδίων. Η 
φαγοκυττάρωση βακτηρίων ή ιών, προκαλεί το φαινόμενο που είναι γνωστό και ως 
αναπνευστική «έκρηξη». Χαρακτηρίζεται από αυξημένη κατανάλωση οξυγόνου και 
γλυκόζης από τα κύτταρα και έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή σουπεροξειδίου και 
εν τέλει HOCl όπως είδαμε.   
 
Εικόνα 2: Παραγωγή ελευθέρων ριζών από πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα 
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1.4.3 Μετατροπή της ξανθίνης σε ουρικό οξύ 
Οι αντιδράσεις που καταλύονται από την οξειδάση της ξανθίνης αποτελούν 
σημαντική πηγή παραγωγής ελευθέρων ριζών (Downey, 1990; Kuppusamy & Zweier, 
1989). Κατά τη διάρκεια της ισχαιμίας το ATP αποφωσφορυλιώνεται σε ADP και AMP 
εξαιτίας της ενέργειας που απαιτείται λόγω της σύσπασης του μυοκαρδίου. Αν τα 
αποθέματα οξυγόνου είναι ανεπαρκή το AMP μετατρέπεται σε υποξανθίνη, ξανθίνη και 
τελικά σε ουρικό οξύ. Η αντίδραση αυτή καταλύεται από την οξειδάση της ξανθίνης και 
συνοδεύεται από σχηματισμό του O2
•-. 
Η οξειδάση της ξανθίνης πρέπει να μετατραπεί από την ανηγμένη στην 
οξειδωμένη της μορφή από μία ενδοκυτταρική πρωτεάση που ενεργοποιείται από το 
Ca2+ ενώ το μοριακό οξυγόνου είναι δέκτης ηλεκτρονίων. 
1.4.4 Κυτόχρωμα Ρ450 
Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες τα μικροσώματα των ηπατικών κυττάρων 
παράγουν ROS  μέσου του κυτοχρώματος P450 (Yu, 1994). 
Το NADPH υφίσταται οξείδωση δημιουργώντας O2
•- το οποίο στη συνέχεια 
μπορεί να μετατραπεί σε H2O2 (Chance et al., 1979). Ο ρυθμός παραγωγής του H2O2 
είναι ανάλογος με την κατανάλωση οξυγόνου στο μικρόσωμα. Παρουσία ADP και Fe3+ η 
NADPH οξειδάση καταλύει τη μεταφορά ενός ηλεκτρονίου από το NADPH στο O2 
παράγοντας O2
•-. 
1.4.5 Αυτοοξείδωση μορίων 
Ορισμένα μόρια όπως φλαβίνες, κατεχολαμίνες, θειόλες και η αιμογλοβίνη 
μπορούν να αυτοοξειδωθούν (ουσιαστικά πρόκειται για ανάφλεξη χωρίς φλόγα έπειτα 
από αντίδραση με οξυγόνο) σχηματίζοντας ανιόν σουπεροξειδίου (O2
•-). 
 
1.5 Εξωκυτταρικές πηγές παραγωγής ROS 
Η ηλιακή και ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία καθώς και το όζον, η ατμοσφαιρική 
ρύπανση, ο καπνός του τσιγάρου και τα βιομηχανικά απόβλητα είναι σημαντικοί 
οξειδωτικοί παράγοντες. 
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 Επίσης, ελεύθερες ρίζες μπορούν να παραχθούν από τη δράση ορισμένων  
φαρμάκων (Naito, Yoshikawa, Yoshida, & Kondo, 1998; Ray et al., 2001) και άλλων 
ξενοβιοτικών όπως τοξίνες και εντομοκτόνα καθώς ακόμα και από το αλκοόλ (Elsayed, 
Omaye, Klain, & Korte, 1992; Jones et al., 2000; Obata, Yamanaka, Kinemuchi, & 
Oreland, 2001). 
Τέλος, σημαντική πηγή οξειδωτικών είναι και η διατροφή(Ames, 1986; Kanner & 
Lapidot, 2001; Lijinsky, 1999). 
 
1.6 Βιολογική δράση των ROS 
1.6.1 Θετικές επιδράσεις 
 πως έχει ήδη αναφερθεί οι ROS έχουν και ευεργετικές δράσεις οι οποίες 
εκδηλώνονται σε χαμηλές σχετικά συγκεντρώσεις. Συγκεκριμένα, συμμετέχουν σε 
αρκετά σηματοδοτικά μονοπάτια, τόσο ενδο- όσο και διακυτταρικά. Παραδείγματος 
χάριν, έχουν τη δυνατότητα τροποποίησης της δραστικότητας πρωτεϊνών προκαλώντας 
το σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών. Οι πρωτεΐνες στόχοι των ROS ανήκουν σε 
πολλές κατηγορίες όπως φωσφατάσες, MAP κινάσες, μεταγραφικοί παράγοντες και 
απακετυλάσες η μεθυλάσες ιστονών. Επίσης, οι ROS έχουν καίριο ρόλο σε ορισμένους 
μηχανισμούς του ανοσοποιητικού συστήματος, δρώντας ενάντια στα αντιγόνα κατά τη 
διάρκεια της φαγοκυτττάρωσης. Ο ρόλος τους αυτός ενισχύεται κατά τη διάρκεια της 
φλεγμονής. 
 Επιπλέον, οι ROS ρυθμίζουν μηχανισμούς που συνδέονται με την ανοσία, τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό, το μεταβολισμό, την απόπτωση και τη μυϊκή συστολή. 
Αναστολή της παραγωγής ROS οδηγεί σε απώλεια της μυϊκής συστολής ενώ αυξημένη 
παραγωγής ROS έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση μυϊκής κόπωσης. Ακόμα, 
αιμοπετάλια που βρίσκονται σε περιοχή που έχει υποστεί πληγή απελευθερώνουν ROS 
τα οποία αποτελούν σήμα για την στρατολόγηση κι άλλων αιμοπεταλίων στην περιοχή 
καθώς και λευκοκυττάρων. Τέλος, συμμετέχουν και στην διαδικασία της 
αγγειογένεσης.   
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1.6.2 Επιβλαβείς επιδράσεις 
Οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου προσβάλλουν βιολογικά μακρομόρια (λιπίδια, 
πρωτεΐνες και νουκλεϊκά οξέα) προκαλώντας την καταστροφή ή αλλοίωσή τους. Μέσω 
αυτής της αρνητικής δράσης τους έχουν συνδεθεί με νευροεκφυλιστικές νόσους 
(Parkinson’s, Alzheimer’s, κατάθλιψη), φλεγμονές, λοιμώδεις νόσους, νόσους των 
νεφρών, ηπατικές νόσους, πνευμονικές νόσους, με τη γήρανση καθώς και με 
διάφορους τύπους καρκίνου. 
Λιπίδια  λες οι κυτταρικές μεμβράνες είναι ευάλωτες σε οξείδωση εξαιτίας 
των υψηλών συγκεντρώσεων σε ακόρεστα λιπαρά οξέα. Η υπεροξείδωση των λιπιδίων 
συμβαίνει σε τρία στάδια. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει την επίθεση της ελεύθερης 
ρίζας, η οποία αποσπά ένα άτομο υδρογόνου από μια ομάδα μεθυλενίου στα λιπίδια. 
Η παρουσία ενός διπλού δεσμού γειτονικά της ομάδας μεθυλενίου εξασθενεί τον 
δεσμό μεταξύ των ατόμων υδρογόνου και άνθρακα έτσι ώστε να μπορεί να αποσπαστεί 
εύκολα από το μόριο. Μετά την απόσπαση του υδρογόνου το λιπαρό οξύ διατηρεί ένα 
ηλεκτρόνιο και σταθεροποιείται με επαναδιευθέτηση της μοριακής δομής για να 
σχηματίσει ένα συζυγές διένιο.  ταν το οξυγόνο είναι σε επαρκή ποσότητα στο 
περιβάλλον, το λιπαρό οξύ θα αντιδράσει με αυτό για να σχηματίσει ROO• κατά τη 
διάρκεια της φάσης πολλαπλασιασμού. Αυτές οι ελεύθερες ρίζες είναι ικανές να 
αποσπάσουν κι άλλο άτομο υδρογόνου από ένα γειτονικό λιπαρό οξύ, το οποίο οδηγεί 
ξανά σε παραγωγή ριζών λιπαρών οξέων που υποβάλλονται στις ίδιες διαδικασίες- 
επαναδιευθέτηση και αλληλεπίδραση με οξυγόνο. 
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Εικόνα 3: Διαδικασία λιπιδικής υπεροξείδωσης 
 
Πρωτεΐνες Ανάμεσα στις διάφορες ROS, το OH•, το RO• και οι ενεργές ρίζες 
αζώτου προκαλούν πρωτεϊνική καταστροφή. Οι πρωτεΐνες υποβάλλονται σε άμεση και 
έμμεση καταστροφή μετά την αλληλεπίδραση με ROS όπως είναι οι αλλαγές στην 
τριτοταγή τους δομή, ο εκφυλισμός και ο θρυμματισμός τους. Οι επιπτώσεις της 
πρωτεϊνικής καταστροφής είναι απώλεια της ενζυμικής  λειτουργίας, αλλαγμένες 
κυτταρικές λειτουργίες όπως παραγωγή ενέργειας και αλλαγές στον τύπο και στο 
επίπεδο των κυτταρικών πρωτεϊνών (Davies, 1987; Grune, Reinheckel, & Davies, 1997; 
Levine & Stadtman, 2001). 
Εικόνα 4: Αντίδραση πρωτεϊνικής οξείδωσης 
 
DNA Αν και το DNA είναι ένα σταθερό και καλά προστατευμένο μόριο οι ROS 
μπορούν να αλληλεπιδράσουν με αυτό και να προκαλέσουν καταστροφές όπως η 
τροποποίηση των βάσεων, θραύσεις του DNA, απώλεια πουρινών, ζημιά στο σάκχαρο 
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δεοξυριβόζης και βλάβη στο σύστημα επιδιόρθωσης του DNA. Η ρίζα υδροξυλίου (OH•) 
επιτίθεται στην γουανίνη στην θέση C-8 και σχηματίζει ένα οξειδωτικό προϊόν την 8-
υδροξυγουανίνη (8-OHdG). Οι ρίζες υδροξυλίου μπορούν επίσης να επιτεθούν και σε 
άλλες βάσεις όπως η αδενίνη για να σχηματίσουν την 8-υδροξυαδενίνη. 
Αλληλεπίδραση ανάμεσα στις πυριμιδίνες και στις ρίζες υδροξυλίου οδηγεί στο 
σχηματισμό υπεροξειδίου της θυμίνης, 5-ουρακίλης, γλυκολών της θυμίνης και άλλων 
παρεμφερών προϊόντων (Ames, 1986; Dizdaroglu, Jaruga, Birincioglu, & Rodriguez, 
2002; Helbock, Beckman, & Ames, 1999). 
 
 
Εικόνα 5: Οξείδωση της βάσης γουανίνης του DNAαπό δραστικές μορφές οξυγόνου 
 
1.7 Οξειδωτικό στρες 
Σε κάθε βιολογικό σύστημα πρέπει να διατηρείται η ισορροπία μεταξύ του 
σχηματισμού και της απομάκρυνσης ROS και RNS. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω των 
αντιοξειδωτικών μηχανισμών. Σε περίπτωση, όμως, που προκύψει μια σοβαρή 
δυσαναλογία μεταξύ της ποσότητας ROS, RNS και της λειτουργίας του αντιοξειδωτικού 
μηχανισμού του οργανισμού σε βάρους του τελευταίου, τότε παρατηρείται το 
φαινόμενο του οξειδωτικού στρες (Pisoschi & Pop, 2015). Το φαινόμενο αυτό, 
δημιουργεί μια άνιση σχέση προοξειδωτικής και αντιοξειδωτικής ισορροπίας, η οποία 
καταλήγει σε μια σειρά δομικών και λειτουργικών κυτταρικών αλλαγών, που μπορούν 
να οδηγήσουν το κύτταρο σε απόπτωση ή νέκρωση.  
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Το οξειδωτικό στρες μπορεί να προκληθεί είτε από μείωση της δράσης των 
αντιοξειδωτικών μηχανισμών είτε από αυξημένη παραγωγή δραστικών μορφών 
αζώτου και οξυγόνου.  
 
Εικόνα 6: Σχηματική απεικόνιση του οξειδωτικού στρες 
 
Το οξειδωτικό στρες μπορεί να προκαλέσει: 
o Βλάβη στους ιστούς. Το οξειδωτικό στρες μπορεί να προκαλέσει βλάβες σε όλα 
τα μακρομόρια (DNA, πρωτεΐνες και λιπίδια). Οι πρωτεΐνες μπορεί να υποστούν 
αλλαγές στην τριτοταγή τους δομή, εκφυλισμό και γενικότερα άμεση και έμμεση 
καταστροφή. Οι επιπτώσεις της πρωτεϊνικής καταστροφής σχετίζονται συνήθως 
με την απώλεια της φυσιολογικής λειτουργίας των πρωτεϊνών.  σον αφορά το 
DNA, οι τροποποιήσεις των βάσεων, οι θραύσεις των αλυσίδων του, οι 
καταστροφές στο σάκχαρο της δεοξυριβόζης και οι βλάβες στο σύστημα 
επιδιόρθωσης του είναι μερικές επιπτώσεις του οξειδωτικού στρες που μπορεί 
να οδηγήσουν στον εκφυλισμό του.  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o Κυτταρικό θάνατο. Αυτό μπορεί να συμβεί με δύο μηχανισμούς, τη νέκρωση και 
την απόπτωση. Και οι δύο προκύπτουν από το οξειδωτικό στρες. Στο νεκρωτικό 
κυτταρικό θάνατο, το κύτταρο διογκώνεται και διαρρηγνύεται, 
απελευθερώνοντας το περιεχόμενο του στον περιβάλλοντα χώρο και 
επηρεάζοντας τα γειτονικά κύτταρα. Το περιεχόμενο των κυττάρων 
περιλαμβάνει αντιοξειδωτικά, όπως CA  ή GSH και προοξειδωτικά όπως ιόντα 
χαλκού και σιδήρου. Ακόμη και αν ένα κύτταρο οδηγείται σε θάνατο από 
μηχανισμούς άλλους εκτός του οξειδωτικού στρες, ο νεκρωτικός κυτταρικός 
θάνατος μπορεί να οδηγήσει σε οξειδωτικό στρες στον περιβάλλοντα χώρο. Στην 
απόπτωση, ο ‘’μηχανισμός αυτοκτονίας’’ του κυττάρου ενεργοποιείται, τα 
αποπτωτικά κύτταρα δεν απελευθερώνουν το περιεχόμενό τους και έτσι η 
απόπτωση γενικά δεν προκαλεί βλάβη στα περιβάλλοντα κύτταρα. Ο 
αποπτωτικός κυτταρικός θάνατος μπορεί να επιταχυνθεί σε ορισμένες 
ασθένειες, όπως κάποιες νευροεκφυλιστικές ασθένειες στις οποίες εμπλέκεται 
το οξειδωτικό στρες.  
 
1.8 Αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί 
Ως αντιοξειδωτικό, ορίζεται η ουσία που βοηθάει στη μείωση της σοβαρότητας 
του οξειδωτικού στρες, είτε σχηματίζοντας λιγότερο δραστικές ρίζες είτε 
επιδιορθώνοντας τις βλάβες που προκαλούνται από ελεύθερες ρίζες (Dekkers, van 
Doornen, & Kemper, 1996). Η αντιοξειδωτική ουσία βρίσκεται σε μικρές συγκεντρώσεις 
σε σύγκριση με το υπόστρωμα που οξειδώνεται και καθυστερεί σημαντικά ή αποτρέπει 
την οξείδωση του υποστρώματος αυτού(Krinsky, 2002). 
 
Η βασική διάκριση των αντιοξειδωτικών γίνεται με βάση:  
o την προέλευσή τους (εξωγενή ή ενδογενή) 
o τη διαλυτότητά τους (υδρόφιλα ή λιπόφιλα)  
o τη χημική τους φύση (ενζυμική ή μη ενζυμική) 
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1.8.1 Ενδογενή αντιοξειδωτικά 
Υπάρχουν τόσο ενζυμικοί όσο και μη ενζυμικοί μηχανισμοί που εξουδετερώνουν 
ή ελέγχουν τη δράση των ελευθέρων ριζών. Αυτό επιτυγχάνεται με τρεις τρόπους.  
o Εμποδίζουν το σχηματισμό ριζών 
o Μετατρέπουν τις ελεύθερες ρίζες σε λιγότερο δραστικά μόρια 
o Βοηθούν στην επιδιόρθωση των βλαβών που προκαλούνται από τις 
ελεύθερες ρίζες 
1.8.1.α Ενζυμικά αντιοξειδωτικά 
Ενζυμικές αντιοξειδωτικές ουσίες θεωρούνται η υπεροξειδική δισμουτάση 
(SOD),  η καταλάση (CAT), η τρανσφεράση-S της γλουταθειόνης, η ρεδουκτάση της 
γλουταθειόνης, η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης. Τα ενζυμικά αντιοξειδωτικά έχουν 
άμεση επίδραση. Η υπεροξειδική δισμουτάση μετατρέπει το O2
•- σε Η2O2 και οξυγόνο. 
Η καταλάση με τη σειρά της μετατρέπει το Η2O2 σε νερό και οξυγόνο. Η υπεροξειδάση 
της γλουταθειόνης μειώνει την λιπιδική υπεροξειδίωση και ανάγει το Η2O2 σε νερό. Η 
ρεδουκτάση της γλουταθειόνης καταλύει την αναγωγή της γλουταθειόνης, δηλαδή 
μετατρέπει την οξειδωμένη μορφή της γλουταθειόνης (GSSG) στην ανηγμένη της 
μορφή της (GSH). Τέλος, η τρανσφεράση-S της γλουταθειόνης είναι ένα ένζυμο 
μεταβολισμού φάσης ΙΙ, το οποίο καταλύει τη σύζευξη της GSH με κάποιο ξενοβιοτικό 
υπόστρωμα με σκοπό την αποτοξίνωσή του. Οι δράσεις τους φαίνονται συνοπτικά στο 
παρακάτω σχήμα (Valko et al. 2006).  
 
Εικόνα 7: Δράση ενδογενών ενζυμικών αντιοξειδωτικών 
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1.8.1.β Μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά 
Οι μη ενζυμικές αντιοξειδωτικές ουσίες περιλαμβάνουν τη βιταμίνη A 
(ρετινόλη), τη βιταμίνη C (ασκορβικό οξύ), τη βιταμίνη E (τοκοφερόλη), τα φλαβονοειδή, 
τις θειόλες (γλουταθειόνη, ουρικό οξύ, συνένζυμο Q10, φερριτίνη, χολερυθρίνη) και 
ιχνοστοιχεία (σίδηρος, χαλκός, ψευδάργυρος, σελήνιο, μαγνήσιο) τα οποία λειτουργούν 
ως ενζυμικοί συμπαράγοντες. Η βιταμίνη C και η βιταμίνη Ε είναι δύο ισχυρά 
αντιοξειδωτικά, τα οποία έχουν συνεργιστική δράση (Khallouki et al. 2003). Η βιταμίνη 
E είναι λιποδιαλυτή, αποτελείται από τοκοφερόλες και τοκοτριενόλες και βρίσκεται 
κυρίως στα φυτικά έλαια και τους ξηρούς καρπούς. Προστατεύει τα κύτταρα του 
πνεύμονα που είναι εκτεθειμένα στο οξυγόνο, αποτρέπει την οξείδωση της κακής 
χοληστερίνης LDL, ανάγει μεταβατικά μέταλλα όπως ο σίδηρος και ο χαλκός και ως επί 
το πλείστο αποτρέπει την οξείδωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων και των 
πρωτεϊνών και εμποδίζει την δημιουργία οξειδωτικού στρες. Η βιταμίνη C με τη σειρά 
της, είναι υδατοδιαλυτή, βρίσκεται κυρίως στα φρούτα και λαχανικά και προστατεύει 
από την αθηροσκλήρωση, καθώς εμποδίζει την οξείδωση της LDL χοληστερίνης και 
αυξάνει την ευεργετική χοληστερίνη (HDL). Επίσης, αντιδρά απευθείας με τις ρίζες 
υδροξυλίου, υπεροξειδίου και το οξυγόνο απλής κατάστασης, ενώ παράλληλα ανάγει 
την οξειδωμένη μορφή της βιταμίνης Ε, όταν η τελευταία έχει παγιδέψει μια ελεύθερη 
ρίζα.  
1.8.2 Εξωγενή αντιοξειδωτικά 
Τα πιο συνηθισμένα εξωγενή αντιοξειδωτικά είναι η βιταμίνη C, η βιταμίνη Ε, η 
βιταμίνη Α, τα φλαβονοειδή, τα φυτοχημικά και ολιγοστοιχεία (π.χ. σελήνιο, χαλκός, 
ψευδάργυρος, μαγνήσιο) τα οποία μπορούν να χορηγηθούν ως συμπληρώματα 
διατροφής.  
Γενικότερα, άλλες γνωστές αντιοξειδωτικές ουσίες είναι η λακτοφερίνη, η 
σερουλοπλασμίνη, η απτοσφαιρίνη, η τρανσφερίνη, η αιμογλοβίνη, οι οξειδάσες 
κυτοχρωμάτων και το συνένζυμο Q10.  
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Οι πολυφαινόλες είναι η μεγαλύτερη ομάδα φυτοχημικών (φυτικοί 
μεταβολίτες) και ένα αναπόσπαστο μέρος της δίαιτας των ανθρώπων και των ζώων 
(Tsao, 2010). Είναι χημικές ενώσεις που αποτελούνται κυρίως από φυσικές, καθώς και 
συνθετικές ή ημισυνθετικές χημικές ουσίες, οι οποίες χαρακτηρίζονται από την 
παρουσία μεγάλων πολλαπλάσιων δομικών μονάδων της φαινόλης (Quideau, Deffieux, 
Douat-Casassus, & Pouysegu, 2011). Στη διεθνή βιβλιογραφία έχει επικρατήσει με τον 
όρο πολυφαινόλες να εννοείται μια μεγάλη ομάδα ενώσεων με ένα ή περισσότερα 
υδροξύλια απευθείας συνδεδεμένα με ένα άτομο άνθρακα ενός ή περισσότερων 
αρωματικών δακτυλίων. Ο χημικός τύπος της φαινόλης (Φαινικό οξύ) είναι C6H5OH, το 
απλούστερο των φαινολών. 
 
Εικόνα 8: Δομή φαινολών 
 
Γενικά τρόφιμα που περιέχουν σύνθετα μίγματα πολυφαινολών, σύμφωνα με 
μια ανασκόπηση του 2005, είναι προϊόντα που καταναλώνονται ευρέως σε μεγάλες 
ποσότητες, όπως τα φρούτα και τα λαχανικά, το πράσινο τσάι, το μαύρο τσάι, το 
κόκκινο κρασί, ο καφές, η σοκολάτα, οι ελιές, τα εσπεριδοειδή, η σόγια και το έξτρα 
παρθένο ελαιόλαδο. Επίσης,  τα βότανα και μπαχαρικά, οι ξηροί καρποί και τα φύκη 
είναι επίσης δυνητικά σημαντικά για την παροχή ορισμένων πολυφαινολών (D’Archivio, 
Filesi, Vari, Scazzocchio, & Masella, 2010). Στην ανθρώπινη διατροφή, θεωρούνται η πιο 
άφθονη πηγή αντιοξειδωτικών. 
Πιστεύεται ότι η συνολική περιεκτικότητα πολυφαινολών στα φυτά υποτιμάται, 
καθώς πολλές από τις φαινολικές ενώσεις που υπάρχουν στα φρούτα, τα λαχανικά και 
τα παράγωγά τους δεν έχουν ακόμη ταυτοποιηθεί, ξεφεύγοντας από τις μεθόδους και 
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τεχνικές ανάλυσης που χρησιμοποιούνται, καθώς και η σύσταση σε πολυφαινόλες για 
τα περισσότερα φρούτα και αρκετών ποικιλιών σιτηρών δεν είναι ακόμα γνωστή. 
1.9.1 Φυσικές ιδιότητες 
Είναι χαμηλού μοριακού βάρους. Συνήθως βρίσκονται σε υγρή ή σε στερεή 
μορφή με χαμηλό σημείο τήξεως. Λόγω των δεσμών υδρογόνου, οι φαινόλες μικρού 
μοριακού βάρους, είναι υδατοδιαλυτές. Τείνουν να έχουν υψηλότερα σημεία βρασμού, 
από τις αλκοόλες ίδιου μοριακού βάρους, λόγω του ισχυρότερου δεσμού υδρογόνου 
που έχουν. Επίσης, υπάρχουν και λιποδιαλυτές  πολυφαινόλες μεγαλύτερου μοριακού 
βάρους.  
1.9.2 Χημική δομή και τάξεις πολυφαινολών 
Περισσότερες από 8.000 πολυφαινολικές ενώσεις έχουν εντοπιστεί σε διάφορα 
φυτικά είδη.  λες οι φυτικές φαινολικές ενώσεις προκύπτουν από ένα κοινό 
ενδιάμεσο, την φαινυλαλανίνη, ή μια κοντινή πρόδρομη ένωση, το σικιμικό οξύ. Oι 
πολυφαινόλες είναι είτε απλά μόρια, όπως τα φαινολικά οξέα, είτε υψηλά 
πολυμερισμένες ενώσεις, όπως οι ταννίνες. Ανευρίσκονται κυρίως στη συζευγμένη 
τους μορφή, είτε μεθυλιωμένες είτε ως γλυκοζίτες.  Το υδατανθρακικό τμήμα μπορεί 
να είναι είτε μονοσακχαρίτης, είτε δισακχαρίτης ή ακόμη και ολιγοσακχαρίτης. Η 
γλυκοζυλίωση αυξάνει τη διαλυτότητα των πολυφαινολών. Η γλυκόζη είναι ο πιο 
κοινός εκπρόσωπος των σακχάρων, αν και απαντώνται επίσης γαλακτόζη, ραμνόζη, 
ξυλόζη και αραβινόζη, καθώς και γλυκουρονικό και γαλακτουρονικό οξύ. Οι 
πολυφαινόλες μπορούν επίσης να είναι ενωμένες με καρβοξυλικά και οργανικά οξέα, 
αμίνες και λιπίδια. Παράλληλα, κατέχουν υψηλή συγγένεια δέσμευσης με τις 
πρωτεΐνες, σχηματίζοντας διαλυτά ή αδιάλυτα σύμπλοκα μαζί τους (Papadopoulou & 
Frazier, 2004). 
Οι πολυφαινόλες ταξινομούνται σε διαφορετικές κατηγορίες (Manach et al. 
2005), ανάλογα με τον αριθμό των φαινολικών δακτυλίων στη δομή τους, καθώς και τα 
δομικά στοιχεία και τους υποκαταστάτες που προσδένονται στου δακτυλίους τους. Ως 
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εκ τούτου, προσδιορίζονται δύο κύριες ομάδες: τα φλαβονοειδή και οι μη 
φλαβονοειδείς ομάδες.  
o Φλαβονοειδή Έχουν μια κοινή δομή, που αποτελείται από δύο δακτύλιους, 
οποίοι ενώνονται μεταξύ τους με 3 άτομα άνθρακα σχηματίζοντας έναν 
οξυγονωμένο ετερόκυκλο. Έτσι, μπορούν να διαιρεθούν σε 6 υποκατηγορίες 
ανάλογα με τον τύπο του ετερόκυκλου που εμπλέκεται. Αυτές είναι οι: 
φλαβονόλες, φλαβόνες, ισοφλαβόνες, φλαβανόνες, ανθοκυανιδίνες και 
φλαβανόλες (κατεχίνες, προανθοκυανιδίνες) (Manach et al. 2004; Han et al. 
2007). Υπάρχουν σε κόκκινες, μπλε και μωβ αποχρώσεις και αποτελούν τη 
μεγαλύτερη ομάδα πολυφαινολικών ενώσεων που συναντάμε στην ανθρώπινη 
διατροφή. Τρόφιμα με υψηλή σύσταση σε φλαβονοειδή θεωρούνται το κόκκινο 
και πράσινο τσάι, η μαύρη σοκολάτα, τα βατόμουρα, τα κρεμμύδια, ο 
μαϊντανός, τα εσπεριδοειδή, οι μπανάνες και το κόκκινο κρασί (Harnly et al., 
2006). Έρευνες έδειξαν ότι είναι ιδιαίτερα ευεργετικά ενάντια στον καρκίνο, τις 
φλεγμονές, το οξειδωτικό στρες και τις καρδιαγγειακές νόσους.  
o Μη φλαβονοειδή Είναι κυρίως τα φαινολικά οξέα, οι λιγνάνες και τα 
στιλβένια. Τα φαινολικά οξέα χωρίζονται σε παράγωγα του βενζοϊκού οξέος (7 
άτομα άνθρακα) και του κιναμικού οξέος (9 άτομα άνθρακα) (Manach et al. 
2004) και βρίσκονται κυρίως στα μήλα, τις φράουλες, τα κεράσια, τα ακτινίδια,  
τα κρεμμύδια, τον καφέ, το τσάι, τα βατόμουρα, τη βρώμη, το κόκκινο κρασί και 
άλλα. Χαρακτηρίζονται από αυξημένες αντιικές, αντιμικροβιακές, 
αντιοξειδωτικές και αντικαρκινικές ιδιότητες. Παραδείγματα φαινολικών οξέων 
είναι το καφεϊκό οξύ και το γαλλικό οξύ. Οι λιγνάνες περιέχονται σε διάφορα 
δημητριακά, τη σόγια, το βερίκοκο, το μπρόκολο, το λιναρόσπορο και το 
λάχανο. Μελέτες δείχνουν ότι παίζουν προστατευτικό ρόλο σε ασθένειες όπως 
ο καρκίνος, η οστεοπόρωση και η καρδιαγγειακή νόσος, αλλά ακόμα δεν έχουμε 
σαφή αποτελέσματα (Adlercreutz, 2007). Τα στιλβένια, τέλος, έχουν βρεθεί σε 
μικρές ποσότητες στην διατροφή του ανθρώπου. Το πιο γνωστό στιλβένιο είναι 
η ρεσβερατρόλη, μια φυτοαλεξίνη, η οποία οξειδώνεται εύκολα και είναι 
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δύσκολο να παραμείνει καθαρή επί μακρό χρονικό διάστημα. Βρίσκεται κυρίως 
σε υψηλές συγκεντρώσεις στον φλοιό των σταφυλιών και ιδιαίτερα των 
κόκκινων σταφυλιών, στα φύλλα ευκαλύπτου και ελάτου, στους ξηρούς 
καρπούς, στα μούρα (Soleas, Diamandis, & Goldberg, 1997). Θεωρούνται 
ισχυρές αντιοξειδωτικές ουσίες με αντιφλεγμονώδη δράση, δράση κατά της 
νόσου του Alzheimer, του καρκίνου, του σακχαρώδους διαβήτη και των 
καρδιαγγειακών νόσων.  
 
Εικόνα 9: Είδη πολυφαινολών 
1.9.3 Ευεργετικές επιδράσεις πολυφαινολών στην υγεία 
Οι πολυφαινόλες θεωρούνται μη θρεπτικά συστατικά, τα οποία όμως 
παρεμβαίνουν στην απορρόφηση απαραίτητων θρεπτικών συστατικών, όπως ο 
σίδηρος και άλλα μεταλλικά ιόντα, και στη δέσμευση πεπτικών ενζύμων και 
πρωτεϊνών. Οι επιπτώσεις τους στην υγεία εξαρτώνται από το ποσό της πρόσληψής 
τους και από τη βιοδιαθεσιμότητά τους, η οποία ποικίλλει. Γενικώς, έχουν γίνει πολλές 
έρευνες σχετικά με τις ενδεχόμενες ευεργετικές επιδράσεις τους (Mennen et al. 2005). 
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Πιο συγκεκριμένα, μελέτες έδειξαν ότι οι πολυφαινόλες είναι ισχυρά 
αντιοξειδωτικά τα οποία σταθεροποιούν τις ελεύθερες ρίζες, δίνοντας σε αυτές ένα 
ηλεκτρόνιο ή ένα άτομο υδρογόνου. Με αυτόν τον τρόπο, καταστέλλουν την διάδοση 
των ελεύθερων ριζών (συμβαίνει μέσω της αλυσιδωτής αντίδρασης), μέσω της 
αναστολής ή απενεργοποίησης των ROS. Πιο συχνά, δρουν ως άμεσοι δεσμευτές ριζών 
των αλυσιδωτών αντιδράσεων υπεροξείδωσης των λιπιδίων, με αποτέλεσμα να τις 
σταματούν, ενώ οι ίδιες οι πολυφαινόλες μετατρέπονται σε σταθερές ρίζες (λιγότερο 
δραστικές). Επιπλέον, οι πολυφαινόλες δρουν και ως χηλικές ενώσεις, καθώς 
δεσμεύουν μέταλλα μετάπτωσης, όπως ο σίδηρος Fe+2, μειώνοντας το ποσοστό της 
αντίδρασης Fenton και εμποδίζοντας την οξείδωση που συμβαίνει από τις πολύ 
δραστικές OH•. Επιπρόσθετα, μπορούν να δράσουν  ως συν-αντιοξειδωτικά, 
αναγεννώντας βασικές βιταμίνες, αναστέλλοντας την οξειδάση της ξανθίνης, αλλά και 
αυξάνοντας διάφορα ενδογενή αντιοξειδωτικά, όπως η υπεροξειδική δισμουτάση, η 
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και η καταλάση. Από την άλλη πλευρά, όμως, 
δεδομένου ότι οι ίδιες οι πολυφαινόλες μετατρέπονται σε ελεύθερες ρίζες, σε 
αυξημένες συγκεντρώσεις μπορεί να αποκτήσουν και προ-οξειδωτική ικανότητα, κάτι 
που φανερώνει ότι η δράση τους είναι δοσο-εξαρτώμενη. Κατά συνέπεια, πρέπει να 
γίνουν περαιτέρω έρευνες, ώστε να δειχθεί η απαιτούμενη δοσολογία πολυφαινολών 
που χρειάζεται ο οργανισμός και η οποία θα προκαλεί περισσότερο αντιοξειδωτική 
παρά προ-οξειδωτική δραστηριότητα και θα καθίσταται ευεργετική για τον οργανισμό 
(Bouayed & Bohn 2010; Tsao 2010; Scalbert et al. 2005). 
Πειραματικές μελέτες σε ζώα ή ανθρώπινα καλλιεργούμενα κύτταρα έδειξαν ότι 
οι πολυφαινόλες παίζουν προστατευτικό ρόλο ενάντια στον καρκίνο, τις 
καρδιαγγειακές νόσους, το διαβήτη, τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες και την 
οστεοπόρωση. Άλλες ευεργετικές επιδράσεις τους όσον αφορά την υγεία του 
ανθρώπου, είναι η μείωση της πιθανότητας πρόκλησης ασθενειών της καρδιάς, 
ηπατικών ασθενειών, παχυσαρκίας, αθηροσκλήρωσης, διαφόρων αλλεργιών και 
ασθενειών του γαστρεντερικού σωλήνα (Rodrigo et al. 2014; Bouayed et al. 2011). 
Παρακάτω φαίνονται οι ασθένειες με τις οποίες εμπλέκονται οι πολυφαινόλες. 
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 Ο καφές αποτελεί ένα από τα δημοφιλέστερα ροφήματα παγκοσμίως. 
Παρασκευάζεται από τους κόκκους του φυτού Coffea. Αρκετά είδη του γένους Coffea 
παράγουν τα μούρα από τα οποία προέρχονται οι κόκκοι του καφέ. Τα δύο κύρια είδη 
που καλλιεργούνται εμπορικά είναι ο Coffea canephora –γνωστότερο ως robusta- και C. 
arabica. λα τα φυτά καφέ προέρχονται από την τροπική Αφρική, τη Μαδαγασκάρη και 
άλλα νησιά του Ινδικού ωκεανού. Ωστόσο, ο καφές μεταφέρθηκε και σε άλλα μέρη του 
κόσμου και πλέον καλλιεργείται σε περισσότερες από 70 χώρες. Ο καρπός του φυτού 
συλλέγεται όταν ωριμάσει, επεξεργάζεται και αποξηρένεται. Μετά την αποξήρανση οι 
κόκκοι καφέ συνήθως καβουρδίζονται για διαφορετικά χρονικά διαστήματα αναλόγως 
με την επιθυμητή τελική γεύση (Maurin et al., 2007). Ωστόσο, υπάρχει και η επιλογή μη 
καβουρδίσματος και τότε μιλάμε για τον πράσινο καφέ. 
 Με την κατανάλωση ροφημάτων καφέ παρατηρείται μία διεγερτική δράση που 
οφείλεται στο μόριο της καφεΐνης. Επιπρόσθετα, κλινικές μελέτες υποδεικνύουν ότι η 
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συνετή κατανάλωση ροφημάτων καφέ μπορεί να είναι ευεργετική σε υγιείς ενήλικες 
(Liu, Shen, Shi, & Cai, 2016; Nehlig, 2016).  
 Η πιο αξιόπιστη ιστορική αναφορά τοποθετεί την κατανάλωση ροφημάτων 
καφέ στα μέσα του 15ου αιώνα από μουσουλμάνους Σούφι στην Υεμένη. Εκεί, στην 
Αραβία, οι κόκκοι του καφέ επεξεργάζονταν και ψήνονταν με παρόμοιο τρόπο με 
αυτόν που χρησιμοποιούμε σήμερα για την προετοιμασία ροφημάτων καφέ. Μέχρι τις 
αρχές του 16ου αιώνα ο καφές είχε εξαπλωθεί σε όλο τον κόσμο. 
1.10.2 Χημική σύσταση 
1.10.2.α Πράσινος καφές 
 Ο πράσινος καφές αποτελείται κυρίως από νερό, υδατάνθρακες και ίνες, 
πρωτεΐνες και ελεύθερα αμινοξέα, λιπίδια, μέταλλα, οργανικά οξέα, χλωρογενικά οξέα, 
τριγονελλίνη και καφεΐνη. Από αυτά, τα χλωρογενικά οξέα, η τριγονελλίνη, η καφεΐνη, 
οι διαλυτές ίνες και τα διτερπένια των λιπιδίων είναι το πιο βιοενεργά και υπάρχει 
μεγάλη πιθανότητα να παίζουν σημαντικό στη διαμόρφωση της γεύσης του ροφήματος 
μετά το καβούρδισμα. 
 Καφεΐνη: είναι μία μεθυλξανθίνη με πικρή γεύση που, μολαταύτα, συμβάλλει 
κατά λιγότερο από 10% της πικράδας του ροφήματος καφέ. Αυτό το αλκαλοειδές είναι 
ανθεκτικό στη θερμότητα και η συγκέντρωση του στο C. canephora είναι περίπου 
διπλάσια από αυτή στο C. arabica. Η καφεΐνη διεγείρει το κεντρικό νευρικό σύστημα 
γιατί ανταγωνίζεται με την αδενοσίνη για πρόσδεση στους υποδοχείς της. Παρόλο που 
η πρόσληψη καφεΐνης έχει συσχετιστεί με υψηλή χοληστερόλη, στεφανιαίες νόσους 
και καρκίνο, άλλες έρευνες έχουν επιβεβαιώσει ευεργετικές επιδράσεις της στη υγεία 
όπως μειωμένη πιθανότητα εμφάνισης κίρρωσης του ήπατος (Adriana Farah, de Paulis, 
Moreira, Trugo, & Martin, 2006). Επιπρόσθετα, κάποιοι μεταβολίτες της καφεΐνης 
(κυρίως 1-μεθυλξανθίνη και 1-μεθυλουρικό) έχουν παρουσιάσει αντιοξειδωτική 
ικανότητα in vitro (C. Lee, 2000). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:49:01 EET - 137.108.70.7
 31 
 
Εικόνα 11: Δομή μορίου καφεΐνης 
 
 Χλωρογενικά οξέα: περιλαμβάνουν μία κύρια κατηγορία φαινολικών ενώσεων, 
οι οποίες προέρχονται κυρίως από εστεροποίηση trans-κιναμωμικών οξέωνμε κινικό 
οξύ (Clifford, 2000). Τα χλωρογενικά οξέα συμβάλλουν στη γεύση των ροφημάτων καφέ 
προσδίδοντας στυφότητα, πικράδα και οξύτητα. Μολαταύτα, εάν είναι παρόντα σε 
υψηλές ποσότητες στο πράσινο καφέ, ενδέχεται να δημιουργήσει ανεπιθύμητη γεύση, 
πιθανόν λόγω του σχηματισμού προϊόντων οξείδωσης και αποικοδόμησης κατά το 
καβούρδισμα (A Farah, Monteiro, Calado, Franca, & Trugo, 2006). Η περιεκτικότητα σε 
χλωρογενικό οξύ στο φυτό C. canephora είναι περίπου δύο φορές υψηλότερη από αυτή 
του C. arabica, αν και γενικά αυτή η συγκέντρωση ποικίλλει σημαντικά στα δύο είδη. 
Τα τελευταία χρόνια, μια σειρά από επιδημιολογικές και κλινικές μελέτες έχουν 
αναφέρει ότι η κατανάλωση καφέ, ανεξάρτητα από την πρόσληψη καφεΐνης, συνδέεται 
με οφέλη για την υγεία, όπως χαμηλότερο κίνδυνο διαβήτη τύπου 2 (Agardh et al., 
2004; Salazar-Martinez et al., 2004), Parkinson και Alzheimer (Lindsay et al., 2002), και 
καρκίνο του ήπατος (Larsson & Wolk, 2007). Οι κύριες πηγές δεδομένων που 
αποδίδουν αυτές τις ευεργετικές ιδιότητες των χλωρογενικών οξέων είναι μελέτες in 
vitro και μελέτες σε ζώα (Herrera-Arellano, Aguilar-Santamaria, Garcia-Hernandez, 
Nicasio-Torres, & Tortoriello, 2004; Johnston, Clifford, & Morgan, 2003; Pellegrini et al., 
2003). 
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Εικόνα 12: Βασική δομή χλωρογενικών οξέων 
 
Καφεστόλη και καφεόλη: είναι πεντακυκλικά διτερπένια με σκελετό 
καουρενίου. Μεθυλιωμένες μορφές αυτών έχουν βρεθεί σε σπόρους Robusta. Αυτές οι 
βιοδραστικές ενώσεις και τα παράγωγά τους, τα οποία είναι κυρίως άλατα ή εστέρες 
λιπαρών οξέων, αντιπροσωπεύουν περίπου το 20% του λιπιδικού κλάσματος του καφέ 
(Cavin et al., 2002; Wattenberg, 1983). H καφεστόλη είναι το πρωτογενές συστατικό του 
μη σαπωνοποιητικού κλάσματος λιπιδίων καφέ που αντιπροσωπεύει περίπου το 0,2% -
0,6% του βάρους του καφέ. Η καφεόλη είναι πιο ευαίσθητη στη θερμότητα, το 
οξυγόνο, το φως, και τα οξέα και συνεπώς είναι λιγότερο άφθονη. Το C. arabica έχει 
υψηλότερα επίπεδα διτερπενίων σε σχέση με το είδοςC.canephora. 
Τα διτερπένια του καφέ παρουσίασαν αντικαρκινικές και ηπατοπροστατευτικές 
ιδιότητες in vitro (Cavin et al., 2002; Wattenberg, 1983). Από την άλλη πλευρά, όμως, η 
υψηλή κατανάλωση αυτών των ενώσεων έχει συσχετιστεί με αυξημένα επίπεδα 
ομοκυστεΐνης και λιποπρωτεΐνης χαμηλής πυκνότητας (LDL) στο ανθρώπινο πλάσμα, 
γεγονός που μπορεί έμμεσα να αυξήσει τον κίνδυνο καρδιαγγειακών παθήσεων 
(Olthof, Hollman, Zock, & Katan, 2001). Aυτές οι ενώσεις είναι παρούσες κατά κύριο 
λόγο στον μη φιλτραρισμένο καφέ, αφού είναι δυσδιάλυτες στο νερό και ως εκ τούτου 
παγιδεύονται από τα φίλτρα χαρτιού. 
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Εικόνα 13: Δομή μορίων (Α) καφεστόλης και (Β) καφεόλης 
1.10.2.β Καβουρδισμένος καφές 
Η σύνθεση των κόκκων αλλάζει δραματικά κατά το καβούρδισμα, ως συνέπεια 
της πυρόλυσης, της καραμελοποίηση, και των αντιδράσεων Maillard. Η περιεκτικότητα 
σε υγρασία του καβουρδισμένου καφέ (1,5% -5%) είναι πολύ χαμηλότερη από εκείνη 
του πράσινου καφέ, και ποικίλλει ανάλογα με το βαθμό καβουρδίσματος (Trugo & 
Macrae, 1984).  
Ως προϊόν των αντιδράσεων Maillard παράγονται οι μελανοϊδίνες οι οποίες 
ορίζονται ως πολυμερή υψηλού μοριακού βάρους και σκούρου χρώματος. Τα 
πολυμερή αυτά είναι υπεύθυνα για το καφέ χρώμα του καβουρδισμένου καφέ και 
σχηματίζουν το 25% περίπου της ξηρής μάζας του (Nicoli, Anese, Manzocco, & Lerici, 
1997). Άλλες μελέτες έχουν δείξει ότι οι μελανοϊδίνες είναι εν μέρει αρμόδιες για τις 
αντιοξειδωτικές και αντιβακτηριακές ιδιότητες του καφέ και επομένως μπορούν να 
θεωρηθούν βιοδραστικές ενώσεις (Daglia, Papetti, Gregotti, Berte, &Gazzani, 2000; 
Nicoli et al., 1997). 
Λόγω της θερμικής τους αστάθειας, τα χλωρογενικά οξέα υφίστανται πολλές 
αλλαγές κατά τη διάρκεια του καβουρδίσματος, όπως ισομερισμό, επιμερισμό, 
αποικοδόμηση σε ενώσεις χαμηλού μοριακού βάρους και ενσωμάτωση σε 
μελανοϊδίνες, συμβάλλοντας στο χρώμα και στη γεύση. 
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Η καφεΐνη δεν μεταβάλλεται σημαντικά κατά τη διάρκεια του καβουρδίσματος, 
αλλά μπορεί να παρατηρηθούν μικρές απώλειες λόγω εξάχνωσης. 
Το λιπιδιακό κλάσμα είναι θερμικά σταθερό.  σον αφορά τα διτερπένια, παρά 
το γεγονός ότι είναι πιο ευαίσθητα στη θερμότητα, μπορούν ακόμα να βρεθούν στον 
καβουρδισμένο καφέ (ειδικά σε C. arabica) σε αξιοσημείωτες ποσότητες (0,2- 
0,9g/100g ξηρού βάρους).  
2. Σκοπός 
 Ο σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η διερεύνηση της πιθανής 
αντιμεταλλαξιγόνου δράσης εκχυλισμάτων καφέ καθώς και η διαφορά μεταξύ 
πράσινων και καβουρδισμένων δειγμάτων. Για το λόγο αυτό, αξιοποιήσαμε τη 
δυνατότητα χρήσης του τεστ του Ames για την ανίχνευση αντιμεταλλαξιγόνων ουσιών. 
Έτσι, εκχυλίσματα διαφόρων ποικιλιών καφέ εφαρμόστηκαν σε καλλιέργειες 
βακτηρίων S. typhimurium παρουσία ενός μεταλλαξιγόνου παράγοντα. Ο 
προσδιορισμός της αντιμεταλλαξιγόνου ικανότητας του καφέ έγινε μετά από σύγκριση 
του αριθμού των βακτηριακών αποικιών μεταξύ τρυβλίων που περιείχαν τον 
μεταλλαξιγόνο παράγοντα παρουσία και μη του καφέ. Ακομά, σε μία προσπαθεία 
επεξήγησης των αποτελεσμάτων του τεστ Ames, πραγματοποιήθηκαν μέθοδοι 
προσδιορισμού του ολικού πολυφαινολικού περιεχομένου και της ικανότητας 
εξουδετέρωσης  ριζών σουπεροξειδίου σε όλα τα εκχυλίσματα.   
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3. Πειραματικό Μέρος 
3.1 Ποικιλίες καφέ 
Κατά την πειραματική διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν εκχυλίσματα από 9 
δείγματα καφέ: πέντε Brazil, δυο Robusta και δυο ντεκαφεϊνέ. Ο Brazil ήταν C.arabica, o 
ντεκαφεϊνέ ήταν χαρμάνι διαφόρων C.arabica, ενώ ο Robusta ήταν C.canephora. 
Τα πέντε Brazil είναι τα εξής (τα λεπτά αφορούν χρόνο καβουρδίσματος): 
i. Brazil Green (άψητος) 
ii. Brazil Roasted 1 (7.15min, 215oC) 
iii. Brazil Roasted 2 (6.05min, 215oC) 
iv. Brazil Roasted 3 (5.32min, 215oC) 
v. Brazil Roasted 4 (3.52min, 215oC) 
Ενώ τα δύο Robusta: 
i. Robusta Green (άψητος) 
ii. Robusta Roasted (12.30min, 218oC) 
Και τα δυο Ντεκαφεϊνέ: 
i. Espresso Swiss Water Decaf Green 
ii. Espresso Swiss Water Decaf Roasted (12min, 208oC) 
 
3.2 Παραγωγή των εκχυλισμάτων από κόκκους καφέ 
Για κάθε ποικιλία, 2g κόκκων καφέ (πράσινοι και καβουρδισμένοι) αλέθηκαν 
χρησιμοποιώντας γουδί και γουδοχέρι με τη βοήθεια υγρού αζώτου, ώσπου οι κόκκοι 
έγιναν σκόνη. Κατόπιν, διαλύθηκαν σε νερό εώς τελικού όγκου 20 ml (10% w/v) και 
υποβλήθηκαν σε υπερήχους για 20 λεπτά (70% amplitude, κύκλος 0,7 δευτερολέπτων). 
Κατά τη διάρκεια της κατεργασίας με υπερήχους τα δείγματα παρέμειναν στον πάγο 
για αποφυγή ανόδου της θερμοκρασίας τους. Έπειτα, κάθε δείγμα αναδεύθηκε για 20 
λεπτά υπό μέτρια θέρμανση (35°C). Το εκχύλισμα διαχωρίστηκε από τα στερεά 
υπολείμματα με φυγοκέντρηση (3000rpm, 10 λεπτά, 5°C). Τέλος, κάθε εκχύλισμα 
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διαχωρίστηκε σε κλάσματα που διατηρήθηκαν στους -80°C για μελλοντική χρήση 
(Priftis et al., 2015). 
 
3.3 Ποσοτικοποίηση του ολικού περιεχομένου πολυφαινολών (total 
polyphenolic content, TPC) των εκχυλιμάτων καφέ με τη μέθοδο Folin-
Ciocalteu 
Το ολικό περιεχόμενο πολυφαινολών των εκχυλισμάτων καφέ προσδιορίστηκε 
χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu. Η μέθοδος βασίζεται σε μια 
χρωματογραφική οξειδοαναγωγική αντίδραση. Το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau είναι 
διάλυμα σύνθετων πολυμερών ιόντων που σχηματίζονται από φωσφομολυβδαινικά 
και φωσφοβολφραμικά ετεροπολυμερή οξέα. Οξειδώνει τα φαινολικά ιόντα με 





-7). Το προϊόν είναι σύμπλεγμα μολυβδαινίου-
βολφραμίου (Μο-W) χαρακτηριστικής μπλε χρώσης που απορροφά στο ορατό φάσμα 
σε μήκος κύματος 765 nm. Η αλκαλικότητα ρυθμίζεται με κορεσμένο διάλυμα Na2CO3, 
αποτελεί προϋπόθεση για την παρουσία των φαινολικών ιόντων και δεν διαταράσσει 
τη σταθερότητα του αντιδραστηρίου FC και του προϊόντος της αντίδρασης.  
 Τα μίγματα της αντίδρασης παρασκευάστηκαν σε eppendorf tubes σύμφωνα με 
τον παρακάτω πίνακα. Για κάθε κατάσταση είχαμε 3 επαναλήψεις: 
 Δείγμα Negative control Τυφλό 
dH2O 1ml 1,1ml 1,02ml 
Αντιδραστήριο 
Folin-Ciocalteu 
100μl - 100μl 
Καφές 20μl 20μl - 
 
Ακολούθως, τα δείγματα επωάστηκαν για 3 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 
Σε κάθε μίγμα προστέθηκαν 280μl Na2CO3 (25% w/v) και 600μl απιονισμένο νερό και 
ακολούθησε ανάδευση με vortex. Μετά από 1 ώρα επώασης σε θερμοκρασία 
δωματίου στο σκοτάδι, η απορρόφηση μετρήθηκε στα 765nm (Priftis et al., 2015).  
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Ο προσδιορισμός της ολικής ποσότητας πολυφαινολικών ενώσεων των 
εκχυλισμάτων γίνεται μέσω πρότυπης καμπύλης του γαλλικού οξέος. Τα εκχυλίσματα 
μπορεί να χρειάζονται αραίωση ώστε η απορρόφηση να είναι στο εύρος των τιμών της 
πρότυπης καμπύλης. Η πρότυπη καμπύλη του γαλλικού οξέος κατασκευάστηκε με 
συγκεντρώσεις 0.05, 0.1, 0.15, 0.25,0.5, 0.75, 1 και 1.25 mg/ml γαλλικού οξέος. Με 
βάση τις τιμές της οπτικής απορρόφησης που αντιστοιχούσαν στις συγκεντρώσεις του 
γαλλικού οξέος κατασκευάστηκε καμπύλη και προσδιορίστηκε η εξίσωση y = 0,9954x + 
0,0311 με συντελεστή γραμμικής συσχέτισης κατά Spearman r =0,9979 με p<0,01. Το 
συνολικό πολυφαινολικό περιεχόμενο ανάγεται στο αρχικό εκχύλισμα και εκφράζεται 
ως mg GA/g (Gallic Acid, GA) εκχυλίσματος. Η πρότυπη καμπύλη φαίνεται στην 
παρακάτω εικόνα: 
 
Εικόνα 14:Πρότυπη καμπύλη γαλλικού οξέος 
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3.4 Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω αλληλεπίδρασης με τη ρίζα 
σουπεροξειδίου O2•- 
3.4.1 Γενικά 
Η ρίζα O2•- έχει παρατηρηθεί ότι προκαλεί θανάτωση των κυττάρων, 
απενεργοποίηση ενζύμων και αποικοδόμηση του DNA, των κυτταρικών μεμβρανών και 
των πολυσακχαριτών. Η ρίζα αυτή επίσης, ίσως παίζει σημαντικό ρόλο στην 
υπεροξείδωση των ακόρεστων λιπαρών οξέων και πιθανώς άλλων ευαίσθητων ουσιών.  
Ο προσδιορισμός εξουδετέρωσης της ρίζας O2•- πραγματοποιήθηκε με τη 
μέθοδο του Gulcin et al. (2004).  
Οι ανιονικές ρίζες σουπεροξειδίου προέρχονται από τα συστήματα PMS-NADH 
μέσω οξείδωσης του NADH και αναλύονται μέσω της μείωσης του NBT. Το O2•- μειώνει 
το κίτρινο χρώμα που προέρχεται από το NBT2+ με αποτέλεσμα να σχηματίζεται προϊόν 
με μπλε χρώμα (φορμαζάνη) το οποίο μετράται φασματοσκοπικά στα 560 nm. Ουσίες 
με αντιοξειδωτικές ιδιότητες μπορούν να αναστείλουν τη μετατροπή  του κίτρινου 
NBTστη μπλε φορμαζάνη. 
 
Εικόνα 15: Σχηματισμός του προϊόντος φορμαζάνη από τη ρίζα O2•- μέσω του 
συστήματος PMS-NADH 
3.4.2 Υλικά και μεθοδολογία 
Τα μίγματα προς φωτομέτρηση παρασκευάστηκαν σύμφωνα με τον παρακάτω 
πίνακα. Κάθε δείγμα εξετάστηκε εις τριπλούν και πραγματοποιήθηκαν τουλάχιστον δύο 
πειράματα. 
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 Τυφλό Control C1 C2 C3 C4 C5 
Καφές - - 50 μl 50 μl 50 μl 50 μl 50 μl 




800 μl 625 μl 625 μl 625 μl 625 μl 625 μl 625 μl 
NBT 
(300μM) 
0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 
NADH 
(468μM) 
0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 
PMS (60μM) - 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 
 
Η απορρόφηση μετρήθηκε στα 560 nm. Σε κάθε πείραμα τα δείγματα που δεν 
περιείχαν PMS (60μM) αποτελούσαν το τυφλό και τα δείγματα που δεν περιείχαν καφέ 
αποτελούσαν το μάρτυρα.  
Επίσης, ελέγχθηκε αν τα εκχυλίσματα καφέ απορροφούσαν στις εξεταζόμενες 
συγκεντρώσεις στα 560 nm. Για το σκοπό αυτό τα μίγματα παρασκευάστηκαν σύμφωνα 
με τον παρακάτω πίνακα. Κάθε δείγμα εξεταστηκε εις διπλούν. 
 C1 C2 C3 C4 C5 
Καφές 50 μl 50 μl 50 μl 50 μl 50 μl 
dH2O - - - - - 
Tris-HCl 
(16mM,pH 8.0) 
750 μl 750 μl 750 μl 750 μl 750 μl 
NBT (300μM) 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 
NADH (60μM) 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 0.125 ml 
 
Η % ικανότητα εξουδετέρωσης της ρίζας O2
•- υπολογίζεται από τον τύπο:  
% αναστολή = (Αο - Αδ) / Αο Χ 100 
όπου Αο: η οπτική απορρόφηση του θετικού μάρτυρα στα 560 nm 
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όπου Αδ: η οπτική απορρόφηση του δείγματος στα 560 nm 
 
3.5 Τεστ του Ames 
3.5.1Γενικά 
Το τεστ του Ames, το οποίο αναπτύχθηκε από τον Ames και τους συνεργάτες 
του, είναι μία μέθοδος μικρής διάρκειας (short-term), αξιόπιστη και ευαίσθητη που 
έχει ως σκοπό την ανίχνευση χημικών ουσιών που προκαλούν μεταλλάξεις στο γενετικό 
υλικό. Η μέθοδος στηρίζεται στη χρησιμοποίηση διαφόρων στελεχών Salmonella 
typhimurium τα οποία είναι εξαρτώμενα από το αμινοξύ ιστιδίνη, δηλαδή δεν μπορούν 
να αναπτυχθούν σε θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει ιστιδίνη γιατί καθένα από αυτά τα 
στελέχη φέρει μεταλλάξεις σε διάφορα γονίδια του οπερονίου που κωδικοποιεί τη 
βιοσύνθεση της ιστιδίνης.  ταν τα στελέχη αυτά αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό που 
περιέχει ίχνη ιστιδίνης τότε είναι πιθανό να συμβούν επαναμεταλλάξεις, δηλαδή νέες 
μεταλλάξεις στα ήδη μεταλλαγμένα γονίδια της ιστιδίνης, οι οποίες έχουν ως 
αποτέλεσμα τα γονίδια να ανακτήσουν την αρχική τους λειτουργία. Μόνο τα κύτταρα 
στα οποία έχουν συμβεί επαναμεταλλάξεις μπορούν να αναπτυχθούν και να 
σχηματίσουν αποικίες. Για το λόγο αυτό η μέθοδος ανήκει στη κατηγορία των τεστ 
αντιστροφής (reversion tests). Ο αριθμός των επαναμεταλλαγμένων αποικιών που 
σχηματίζονται λόγω αυτόματων μεταλλάξεων είναι σταθερός για κάθε στέλεχος S. 
typhimurium.  ταν μία μεταλλαξιγόνος ουσία προστεθεί στο θρεπτικό υλικό θα 
προκαλέσει αύξηση του αριθμού των αποικιών σε σχέση με τις καλλιέργειες στις 
οποίες δεν έχει προστεθεί η συγκεκριμένη ουσία. 
 Υπάρχουν διάφορα στελέχη S. typhimurium, καθένα από τα οποία είναι 
ευαίσθητο στην πρόκληση μεταλλάξεων από διαφορετικές κατηγορίες χημικών ουσιών.  
Στη συγκεκριμένα εργασία χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος ΤΑ102 το οποίο είναι 
ευαίσθητο σε μεταλλάξεις που προκαλούνται από δραστικές μορφές οξυγόνου. Η 
μετάλλαξη στο οπερόνιο της ιστιδίνης που υπάρχει σε αυτό το στέλεχος είναι η 
hisG428, η οποία είναι μία μετάλλαξη λήξης (ΤΑΑ) και μπορεί να αναστραφεί από όλες 
τις πιθανές μεταλλάξεις αντικατάστασης βάσης (μεταπτώσεις ή μεταστροφές). Η 
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μετάλλαξη hisG428 βρίσκεται στο πλασμίδιο pAQ1 που περιέχεται σε πολλαπλά 
αντίγραφα στα κύτταρα ΤΑ102 με σκοπό να αυξηθούν οι πιθανές θέσεις ανάστροφων 
μεταλλάξεων. Επίσης το πλασμίδιο pAQ1 προσδίδει ανθεκτικότητα στην τετρακυκλίνη, 
χαρακτηριστικό που χρησιμοποιείται ως δείκτης για την ανίχνευση του. Το στέλεχος 
ΤΑ102, όπως και τα υπόλοιπα στελέχη S. typhimurium, φέρει χαρακτηριστικά που το 
καθιστούν πιο ευαίσθητο στη δράση χημικών μεταλλαξιγόνων. Συγκεκριμένα φέρει τη 
μετάλλαξη rfa που έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό ελλειμματικού 
λιποπολυσακχαριτικού στρώματος στο βακτηριακό κυτταρικό τοίχωμα με αποτέλεσμα 
να είναι διαπερατό σε χημικές ενώσεις μεγάλου μοριακού βάρους. Επίσης, περιέχει το 
πλασμίδιο pKM101 το οποίο αυξάνει τις προκαλούμενες από χημικές ενώσεις και 
υπεριώδη ακτινοβολία μεταλλάξεις μέσω ενίσχυσης του επιδιορθωτικού μηχανισμού 
βλαβών στο DNA που είναι επιρρεπής σε λάθη (error-prone recombinational repair 
pathway). Το πλασμίδιο αυτό προσδίδει ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη που 
χρησιμοποιείται ως δείκτης για την ανίχνευσή του. 
 Για να θεωρηθεί μια χημική ένωση ότι είναι μεταλλαξιγόνος σύμφωνα με το 
τεστ του Ames θα πρέπει να πληρούνται δύο βασικά κριτήρια: 
1) Ο αριθμός των βακτηριακών αποικιών στις καλλιέργειες που έχει προστεθεί η 
χημική ένωση να είναι τουλάχιστον διπλάσιος σε κάποια από τις συγκεντρώσεις 
της, σε σύγκριση με τις καλλιέργειες μάρτυρες (δηλαδή αυτές στις οποίες 
προστίθενται μόνο βακτήρια). 
2) Ο αριθμός των βακτηριακών αποικιών στις καλλιέργειες που έχει προστεθεί η 
χημική ένωση να αυξάνεται γραμμικά σε σχέση με τη συγκέντρωση της χημικής 
ένωσης. 
 Επίσης, το τεστ του Ames μπορεί να χρησιμοποιηθεί εκτός από την ανίχνευση 
μεταλλαξιγόνων ουσιών και για την ανίχνευση αντιμεταλλαξιγόνων ουσιών, δηλαδή 
ουσιών που προστατεύουν το DNA από βλάβες που προκαλούνται από χημικές ουσίες. 
Για το σκοπό αυτό, σε κάποιες καλλιέργειες προστίθεται μία μεταλλαξιγόνος ουσία ενώ 
σε άλλες καλλιέργειες προστίθεται η μεταλλαξιγόνος ουσία μαζί με την πιθανή 
αντιμεταλλαξιγόνο ουσία. Μείωση του αριθμού των επαναμεταλλαγμάτων στις 
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δεύτερες καλλιέργειες σε σύγκριση με τις πρώτες είναι ένδειξη αντιμεταλλαξιγόνου 
δράσης της ουσίας.  
3.5.2 Μηχανισμός δράσης του μεταλλαξιγόνου παράγοντα t-BOOH 
Ο οξειδωτικός παράγοντας tert-βούτυλ-υδροϋπεροξείδιο (t-BOOH) είναι ένα 
οργανικό υδροπεροξείδιο. Χρησιμοποιείται συνήθως ως τοξικός παράγοντας σε 
ηπατικά κύτταρα για την μελέτη των μηχανισμών της δράσης ελευθέρων ριζών στα 
κύτταρα (Alia, Ramos, Mateos, Bravo, & Goya, 2005; Sies & Summer, 1975). Ο κύριος 
μηχανισμός δράσης του t-BOOH που έχει προταθεί παρουσιάζεται στην Εικόνα 16. Έχει 
παρατηρηθεί ότι ο οξειδωτικός παράγοντας t-BOOH οξειδώνει την GSH, μεσω της 
δράσης της GPx και οδηγεί στην αύξηση της συγκέντρωσης της GSSG (Lima, Fernandes-
Ferreira, & Pereira-Wilson, 2006; Martin et al., 2001; Sies & Summer, 1975). Ακόμη 
αλληλεπιδρά με ιόντα τα Fe2+ οδηγώντας στο σχηματισμό των ριζών tBO• (Hix, Kadiiska, 
Mason, & Augusto, 2000; Martin et al., 2001). Τόσο οι παραγόμενες ρίζες tBO• (tert-
 ut l-h dro ero  l) όσο και η αλληλεπίδραση του t-BOOH με την GSH, έχουν συνδεθεί 
με τη λιπιδική υπεροξείδωση (Alia et al., 2005; Lima et al., 2006) και την πρόκληση 
βλαβών στο DNA (Latour, Demoulin, & Buc-Calderon, 1995; Martin et al., 2001). 
 





Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:49:01 EET - 137.108.70.7
 43 










100 1 10 50 17,5 
 
Διάλυμα γλυκόζης 10% 
dΗ2Ο (ml) Γλυκόζη (gr) 
200 20 
 
Διάλυμα Glucose minimal agar 
dH2O (ml) Agar (gr) 
VB salt διάλυμα 
(ml) 
Διάλυμα γλυκόζης 10% 
(ml) 
186 3 4 10 
 
Διάλυμα top agar 





40 0.24 0.24 4 
 
Διάλυμα ιστιδίνης 0.5mM 
dH2O (ml) Ιστιδίνη (mg) 
100 9,6 
 
Θρεπτικό υλικό (Nutrient broth) 
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o Εναιωρήσαμε τα βακτήρια της Salmonella σε Nutrient broth (1 δισκίο σε 100ml) 
και επωάσαμε overnight στους 37οC. Την επόμενη μέρα φωτομετρήσαμε στα 
600 nm μέχρι η απορρόφηση να γίνει 1-2. Το εναιώρημα διαχωρίστηκε σε 
κλάσματα (frozen stock cultures) τα οποία περιέχουν 0,5ml γλυκερόλης και 
0,5ml καλλιέργειας. Τα κλάσματα αυτά τα φυλάξαμε στους -80οC για μελλοντική 
χρήση. 
o Προσθέσαμε τα στελέχη της Salmonella από τα frozen stock cultures στο 
θρεπτικό υλικό.  Σε θρεπτικό υλικό όγκου 30ml προσθέσαμε 700μl καλλιέργειας. 
Αφήσαμε την καλλιέργεια στους 37οC. Στη συνέχεια φωτομετρήσαμε στα 540nm 
μέχρι  οπτική απορρόφηση να γίνει 0.1-0.2 (1-2Χ109CFU/ml).  
o Τα μίγματα προετοιμάστηκαν σε σωλήνες falcon. Ο αριθμός των σωλήνων ήταν 
ίσος με τον αριθμό των καλλιεργειών και διατηρούνταν στους 43ο-48οC σε 
υδατόλουτρο. Για κάθε κατάσταση είχαμε 3 επαναλήψεις. Σε κάθε σωλήνα 
προσθέσαμε top agar, καφέ, t-BOOH, dH2O και βακτηριακή καλλιέργεια 
σύμφωνα με τον παρακάτω πίνακα: 
 
 Top Agar Καφές t-ΒOOH dH2O 
Οvernight 
Culture 
Control 2ml - - 100μl 100μl 
Μόνοt-BOOH 2ml - 50μl 50μl 100μl 
C 1 2ml 50μl 50μl - 100μl 
C 2 2ml 50μl 50μl - 100μl 
C 3 2ml 50μl 50μl - 100μl 
C 4 2ml 50μl 50μl - 100μl 
C 5 2ml 50μl 50μl - 100μl 
Μόνο Καφές 1 2ml 50μl - 50μl 100μl 
Μόνο Καφές 2 2ml 50μl - 50μl 100μl 
 
o Ο μεταλλαξιγόνος παράγοντας t-BOOH ήταν αραιωμένος κατά 1/500 το οποίο 
αντιστοιχεί σε 20,64 mmol σε κάθε τρυβλίο. 
o Ο καφές υπήρχε σε πέντε διαδοχικές συγκεντρώσεις: 20 μg/τρυβλίο, 50 
μg/τρυβλίο, 100 μg/τρυβλίο, 200 μg/τρυβλίο, 300 μg/τρυβλίο. 
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o Μετά από ελαφριά ανάδευση το περιεχόμενο των σωλήνων επιστρώθηκε στα 
τρυβλία με το GM agar (25ml). Τα τρυβλία περιστράφηκαν ώστε το top agar να 
απλωθεί σε όλη την επιφάνεια.  
o Αφού το top agar έπηξε (2-3 λεπτά) τα τρυβλία τοποθετήθηκαν ανεστραμμένα 
στους 37οC για 48 ώρες.  
o Μετά την επώαση έγινε η καταμέτρηση των επαναμεταλλαγμένων αποικιών σε 
κάθε τρυβλίο. 
o Τέλος, πραγματοποιήθηκε μικροσκοπική ανάλυση των τρυβλίων για τον έλεγχο 
πιθανής κυτταροτοξικής επίδρασης των εκχυλισμάτων.  
3.5.4 Τεστ Ames με μεταβολική ενεργοποίηση  
  λες οι ξενοβιοτικές ουσίες που εισέρχονται στον οργανισμό υφίστανται 
μεταβολισμό. Ο κύριος μεταβολισμός συμβαίνει στο ήπαρ από τα ένζυμα 
μεταβολισμού φάσης Ι και φάσης ΙΙ. Ο μεταβολισμός των ξενοβιοτικών ουσιών μπορεί 
να οδηγήσει είτε σε παραγωγή αδρανών προϊόντων που αποβάλλονται εύκολα από τον 
οργανισμό (απενεργοποίηση), είτε σε πολυ δραστικές ουσίες (ενεργοποίηση) οι οποίες 
πιθανόν να εμφανίζουν και τοξικότητα.  
Τα βακτήρια δε διαθέτουν τέτοια ένζυμα καταβολισμού όπως τα θηλαστικά. Για 
αυτό το λόγο, εκτός των βασικών πειραμάτων Ames πραγματοποιήθηκαν και επιπλέον 
πειράματα με τη χρήση του μίγματος S9. Πρόκειται για το υπερκείμενο τμήμα που 
παραλαμβάνεται από τη φυγοκέντρηση ήπατος αρουραίων στους οποίους 
χορηγήθηκαν επαγωγείς του κυτοχρώματος P450. Το μίγμα αυτό περιέχει τόσο το 
κυτοσόλιο όσο και τα μικροσωμάτια των ηπατικών κυττάρων. Τα μικροσώματα του S9 
περιέχουν το κυτόχρωμα P450 (μεταβολισμός φάσης Ι) καθώς και άλλα ένζυμα. Το 
κυτοσολικό τμήμα του μίγματος περιλαμβάνει μεγάλη ποσότητα τρανσφερασών 
(μεταβολισμός φάσης ΙΙ) (Paolini, Sapigni, Hrelia, Grilli, & Cantelli-Forti, 1988). Έτσι, 
καταφέραμε να προσομοιάσουμε τις συνθήκες μεταβολισμού του καφέ μετά από 
κατανάλωση από τον άνθρωπο για να εντοπίσουμε πιθανή ενεργοποίηση ή 
απενεργοποίηση των βιοδραστικών συστατικών. 
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Το μίγμα περιέχει επίσης και τους απαραίτητους συμπαράγοντες για τη 
λειτουργία των ενζύμων: 
o KCl, 256 mM 
o MgCl2, 6H2O, 6mM 
o 6-φωσφορική-γλυκόζη, 4mM 
o NADPH, 3mM 
o NaH2PO4, 77mM 
Τα μίγματα προετοιμάστηκαν σε σωλήνες falcon σύμφωνα με τον παρακάτω 
πίνακα. Κάθε δείγμα εξετάστηκε εις τριπλούν. 
 
 
Top Agar Καφές t-ΒOOH dH2O Μίγμα S9 
Οvernight 
Culture 
Control 2ml - - 100μl 500μl 100μl 
Μόνο t-BOOH 2ml - 50μl 50μl 500μl 100μl 
C1 2ml 50μl 50μl - 500μl 100μl 
C 2 2ml 50μl 50μl - 500μl 100μl 
C 3 2ml 50μl 50μl - 500μl 100μl 
C 4 2ml 50μl 50μl - 500μl 100μl 
C 5 2ml 50μl 50μl - 500μl 100μl 
Μόνο Καφές 1 2ml 50μl - 50μl 500μl 100μl 
Μόνο Καφές 2 2ml 50μl - 50μl 500μl 100μl 
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4.1 Ποσοτικοποίηση TPC των εκχυλισμάτων καφέ με τη μέθοδο Folin-Ciocalteu 
Τα αποτελέσματα των μετρήσεων (σε ποσοστό %) φαίνονται στο παρακάτω 
διάγραμμα: 
 
Διάγραμμα 1: Εκατοστιαία ποσοστά ΤPC των εκχυλισμάτων καφέ. * Στατιστικώς 
σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με το πράσινο εκχύλισμα. 
 Τα αντίστοιχα αποτελέσματα σε mg/g σκόνης καφέ φαίνονται στον παρακάτω 
πίνακα: 
Πίνακας 3: TPC (mg/g σκόνης καφέ) των εκχυλισμάτων καφέ 
Καφές TPC (mg/g extract) 
Robusta Roasted 43,99 ± 0,16 
Robusta Green 52,71 ± 0,32 
ESWD Roasted 27,42 ± 0,40 
ESWD Green 41,40 ± 0,15 
Brazil R1 29,61 ± 0,12 
Brazil R2 35,26 ± 0,24 
Brazil R3 45,28 ± 0,35 
Brazil R4 42,55 ± 0,42 
Brazil Green 32,58 ± 0,51 
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 Παρατηρήθηκε πτώση του πολυφαινολικού περιεχομένου λόγω του 
καβουρδίσματος τόσο στον Robusta και στον Ντεκαφεϊνέ. Στον Brazil 
χρησιμοποιήθηκαν τέσσερα καβουρδισμένα δείγματα και πάλι παρατηρήθηκε πτώση 
με το καβούρδισμα αν και στον συγκεκριμένο καφέ το άψητο δείγμα είχε χαμηλότερα 
επίπεδα TPC σε σχέση με τα λιγότερο καβουρδισμένα. 
 
4.2 Εκτίμηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας μέσω αλληλεπίδρασης με τη ρίζα 
σουπεροξειδίου O2•- 
Τα αποτελέσματα απεικονίζονται στο παρακάτω διάγραμμα.  
 
Διάγραμμα 2: Ικανότητα αναστολής ριζών σουπεροξειδίου. * Στατιστικώς σημαντικές 
διαφορές σε σύγκριση με το πράσινο εκχύλισμα. 
 
 Στο συγκεκριμένο διάγραμμα φαίνεται η ειδική ενεργότητα (specific activity) 
του κάθε εκχυλίσματος. Αυτή η μονάδα έχει προκύψει έπειτα από τον υπολογισμό της 
τιμής IC50 (δηλαδή της ποσότητας πολυφαινολών του εκχυλίσματος που απαιτείται για 
την εξουδετέρωση του 50% των μορίων σουπεροξειδίου) και θεωρείται ένα Unit. 
Δεδομένου ότι σε κάθε mg σκόνης καφέ υπάρχει συγκεκριμένη ποσότητα 
πολυφαινολών (υπολογισμένη με βάση τη μέθοδο Folin-Ciocalteu) μπορεί με μία απλή 
διαίρεση (ποσότητα των πολυφαινολών εκχυλίσματος που απαιτούνται για να 
φτάσουμε σε IC50/ ποσότητα των πολυφαινολών που περιέχονται σε 1 mg σκόνης 
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καφέ) να υπολογιστεί η ποσότητα Units ανά mg σκόνης καφέ.  σο μεγαλύτερη είναι 
αυτή η τιμή, δηλαδή όσο πιο πολλά Units περιέχονται σε ένα mg, τόσο δραστικότερο 
θα είναι το εκχύλισμα, αφού θα απαιτείται μικρότερη ποσότητα καφέ για τη 
εξουδετέρωση του 50% των μορίων σουπεροξειδίου. 
 πως φαίνεται στο διάγραμμα 2, παρατηρείται στατιστικώς σημαντική πτώση 
της ικανότητας εξουδετέρωσης ρίζας σουπεροξειδίου λόγω καβουρδίσματος στον 
Robusta. Στον Ντεκαφεϊνέ δεν παρατηρείται κάποια μεταβολή. Τέλος, στον Brazil 
παρατηρείται σημαντική αύξηση στο λιγότερο καβουρδισμένο δείγμα (Roasted 4) η 
οποία όμως μειώνεται αναλογικά με το καβούρδισμα και φτάνει στα ίδια επίπεδα με 
τον πράσινο καφέ. 
4.3 Τεστ του Ames 
Τα αποτελέσματα καταμέτρησης αποικιών παρουσιάζονται στα ακόλουθα 
διαγράμματα. Σε κάθε διάγραμμα έχει πραγματοποιηθεί κανονικοποίηση ως προς τον 
αριθμό παρατηρούμενων αποικιών των control τρυβλίων. Εκτός των 
controlαπεικονίζονται κατά σειρά τα τρυβλία που περιέχουν μόνο τον οξειδωτικό 
παράγοντα (t-BOOH), αυτά που περιέχουν τις διάφορες συγκεντρώσεις καφέ σε 
συνδυασμό με το t-BOOH και τέλος τα τρυβλία που περιέχουν μόνο καφέ. Αξίζει να 
σημειωθεί πως σε καμία περίπτωση δεν παρατηρήθηκε κυτταροτοξική επίδραση των 
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4.3.1 Τεστ Ames χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση 
  
 
Διάγραμμα 3: Τεστ Ames γιαBrazil Green. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το 
control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
Με βάση τα αποτελέσματα ο οξειδωτικός παράγοντας σχεδόν διπλασίασε τις 
αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) ενώ εν συνεχεία ο καφές μείωσε τις αποικίες σε 
σχέση με το t-BOOHαπό τη συγκέντρωση των 20μg/ late και πάνω. Ακόμα, ο καφές 
απουσία του οξειδωτικού παράγοντα μείωσε στατιστικώς σημαντικά τις  
παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control στις δύο υψηλότερες συγκεντρώσεις. 
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Διάγραμμα 4: Τεστ Ames γιαBrazil Roasted 1. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με 
το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
 
Επομένως, ο οξειδωτικός παράγοντας αύξησε στο διπλάσιο σχεδόν τις αποικίες 
(στατιστικώς σημαντικά) ενώ ο καφές μείωσε τις αποικίες σε σχέση με το t-BOOH.  ταν 
στις καλλιέργειες εφαρμόστηκε καφές απουσία οξειδωτικού παράγοντα οι 
παρατηρούμενες αποικίες μειώθηκαν στατιστικώς σημαντικά σε σχέση με το control. 
 
 
Διάγραμμα 5: Τεστ Ames γιαBrazil Roasted 2. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με 
το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
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Σε αυτή την περίπτωση και πάλι ο οξειδωτικός παράγοντας σχεδόν διπλασίασε 
τις αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) και ο καφές μείωσε τις αποικίες σε σχέση με το t-
BOOH. Στα τρυβλία με καφέ απουσία του οξειδωτικού παράγοντα οι παρατηρούμενες 
αποικίες μειώθηκαν στατιστικώς σημαντικά σε σχέση με το control. 
 
 
Διάγραμμα 6: Τεστ Ames γιαBrazil Roasted 3. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με 
το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
Ο t-BOOH διπλασίασε στατιστικώς σημαντικά τις αποικίες ενώ εν συνεχεία ο 
καφές μείωσε τις αποικίες σε σχέση με το t-BOOH. Ακόμα, ο καφές απουσία του 
οξειδωτικού παράγοντα μείωσε στατιστικώς σημαντικά τις παρατηρούμενες αποικίες 
σε σχέση με το control. 
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Διάγραμμα 7: Τεστ Ames γιαBrazil Roasted 4. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με 
το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
Στα τρυβλία που εφαρμόστηκε μόνο ο οξειδωτικός παράγοντας οι 
παρατηρούμενες αποικίες αυξήθηκαν στατιστικώς σημαντικά σχεδόν στο διπλάσιο σε 
σχέση με το control. Στη συνέχεια ο καφές μείωσε τις αποικίες σε σχέση με το t-BOOH. 
Ακόμα, ο καφές απουσία του οξειδωτικού παράγοντα μείωσε στατιστικώς σημαντικά 
τις παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control. 
 
 
Διάγραμμα 8: Τεστ Amesγια Robusta Green. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το 
control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
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Ο t-BOOH σχεδόν διπλασίασε τις αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) ενώ εν 
συνεχεία ο καφές μείωσε τις αποικίες σε σχέση με το t-BOOH από τη συγκέντρωση των 
50μg/ late και πάνω. Ακόμα, ο καφές απουσία του οξειδωτικού παράγοντα μείωσε 
στατιστικώς σημαντικά τις παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control. 
 
 
Διάγραμμα 9: Τεστ Ames για Robusta Roasted. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με 
το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
Στα τρυβλία με οξειδωτικό παράγοντα μόνο, οι παρατηρούμενες αποικίες 
σχεδόν διπλασιάστηκαν σε σχέση με το control (στατιστικώς σημαντικά). Στα τρυβλία 
μόνο με καφέ οι παρατηρούμενες αποικίες μειώθηκαν σε σχέση με το t-BOOH. Ακόμα, 
ο καφές απουσία του οξειδωτικού παράγοντα μείωσε στατιστικώς σημαντικά τις 
παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control στη μεγαλύτερη συγκέντρωση του. 
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Διάγραμμα 10: Τεστ Ames για Ντεκαφεϊνέ Green. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση 
με το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
Με βάση τα αποτελέσματα ο οξειδωτικός παράγοντας σχεδόν διπλασίασε τις 
αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) ενώ εν συνεχεία ο καφές μείωσε τις αποικίες σε 
σχέση με το t-BOOH. Ο καφές απουσία t-BOOH μείωσε στατιστικώς σημαντικά τις 
παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control. 
 
 
Διάγραμμα 11: Τεστ Ames για Ντεκαφεΐνέ Roasted. * Στατιστικώς σημαντικό σε 
σύγκριση με το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
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Με βάση τα αποτελέσματα ο οξειδωτικός παράγοντας σχεδόν διπλασίασε τις 
αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) ενώ εν συνεχεία ο καφές μείωσε τις αποικίες σε 
σχέση με το t-BOOH. Ακόμα, ο καφές απουσία του οξειδωτικού παράγοντα μείωσε 
στατιστικώς σημαντικά τις παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control. 
 
Από τα παραπάνω διαγράμματα προέκυψαν καμπύλες αναστολής 
μεταλλαξιγένεσης από τον καφέ από τις οποίες προέκυψαν τιμές IC50 (σε μg 
καφέ/plate) για κάθε εκχύλισμα ξεχωριστά. Το σύνολο των τιμών φαίνεται στο 
παρακάτω διάγραμμα: 
 
Διάγραμμα 12: Τιμές IC50 για το τεστ Ames 
  πως φαίνεται, το καβούρδισμα προκάλεσε αύξηση της αντιμεταλλαξιγόνου 
δράσης στον Brazil ενώ δεν παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά σε Robusta 
και Ντεκαφεϊνέ. 
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4.3.2 Τεστ Ames με μεταβολική ενεργοποίηση 
 
Διάγραμμα 12: Τεστ Ames με S9 για Brazil Green. * Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση 
με το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
Με βάση το παραπάνω διάγραμμα, ο οξειδωτικός παράγοντας σχεδόν 
διπλασίασε τις αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) ενώ στη συνέχεια ο καφές μείωσε τις 
αποικίες σε σχέση με το t-BOOH. Ακόμα, ο καφές απουσία του οξειδωτικού παράγοντα 
μείωσε στατιστικώς σημαντικά τις παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control. 
 
 
Διάγραμμα 13: Τεστ Ames με S9 για Brazil Roasted 1. * Στατιστικώς σημαντικό σε 
σύγκριση με το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
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Με βάση τα αποτελέσματα ο οξειδωτικός παράγοντας σχεδόν διπλασίασε τις 
αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) ενώ εν συνεχεία ο καφές μείωσε τις αποικίες σε 
σχέση με το t-BOOH. Ακόμα, ο καφές απουσία του οξειδωτικού παράγοντα μείωσε 
στατιστικώς σημαντικά τις παρατηρούμενες αποικίες σε σχέση με το control. 
 
 
Διάγραμμα 14: Τεστ Ames με S9 για Brazil Roasted 4. * Στατιστικώς σημαντικό σε 
σύγκριση με το control. # Στατιστικώς σημαντικό σε σύγκριση με το t-BOOH. 
Με βάση το  διάγραμμα 14, ο παράγοντας t-ΒΟΟΗ σχεδόν διπλασίασε τις 
αποικίες (στατιστικώς σημαντικά) ενώ εν συνεχεία ο καφές μείωσε τις αποικίες σε 
σχέση με το t-BOOH. Στα τρυβλία που υπήρχε απουσία του οξειδωτικού παράγοντα ο 
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 πως φαίνεται στο διάγραμμα 16, η παρουσία των μεταβολικών ενζύμων 
οδήγησε σε στατιστικώς σημαντική διαφορά μόνο στο δείγμα πράσινου καφέ, όπου και 
αύξησε την αντιμεταλλαξιγόνο δράση του καφέ. Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκε καμία 
μεταβολή στην δραστικότητα των δύο καβουρδισμένων δειγμάτων που μελετήθηκαν. 
 
 
Διάγραμμα 16: Σύγκριση αποτελεσμάτων τεστ Ames απουσία και παρουσία 
μεταβολικής ενεργοποίησης 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:49:01 EET - 137.108.70.7
 60 
5. Συζήτηση 
Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η δραστικότητα του καφέ. Ο καφές είναι 
ένα από τα δημοφιλέστερα ροφήματα παγκοσμίως λόγω των χαρακτηριστικών 
οργανοληπτικών στοιχείων του. Ως φυτικά προϊόντα, οι κόκκοι καφέ είναι πλούσιοι σε 
βιοδραστικά συστατικά, μεταξύ των οποίων η καφεΐνη, κάποια διτερπένια και 
πολυφαινολικά μόρια με κυριότερα τα χλωρογενικά οξέα. Ένα ενδιαφέρον 
χαρακτηριστικό του καφέ είναι η επεξεργασία που υφίστανται οι κόκκοι ώστε να 
χρησιμοποιηθούν για την παρασκευή του ροφήματος. Αναλυτικότερα, οι κόκκοι 
καβουρδίζονται σε πολύ υψηλές θερμοκρασίες (πολλές φορές υπερβαίνουν τους 
200οC) και για συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα αναλόγως του επιθυμητού τύπου 
ροφήματος. Με την ανάπτυξη τόσο υψηλών θερμοκρασιών πραγματοποιούνται 
διεργασίες εντός του κόκκου που αλλάζουν τη φυσικοχημική του σύσταση, με 
σημαντικότερες τις αντιδράσεις μη ενζυμικής αμαύρωσης τύπου Maillard. Αυτές οι 
αντιδράσεις έχουν σαν αποτέλεσμα τη δημιουργία νέων ενώσεων υψηλού μοριακού 
βάρους που ονομάζονται μελανοϊδίνες. Τα μόρια αυτά πιθανώς εμφανίζουν 
βιοδραστικότητα, προσδίδοντας στον καβουρδισμένο κόκκο διαφορετικές ιδιότητες 
από τον πράσινο.  Έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες για το ρόφημα του καφέ κι 
ενώ κάποιες έδειξαν ευεργετικά για την υγεία αποτελέσματα, σε άλλες αυτά δεν ήταν 
εμφανή (You et al., 2011). Οι περισσότερες μελέτες αφορούσαν είτε απευθείας 
χορήγηση του ροφήματος σε ανθρώπους είτε in vitro πειράματα που μελετούσαν την 
αντιοξειδωτική ικανότητα. Ωστόσο, δεν υπάρχουν δεδομένα για το μοριακό μηχανισμό 
δράσης του καφέ.  Για το λόγο αυτό, στην παρούσα μελέτη εξετάστηκαν τόσο 
καβουρδισμένοι όσο και πράσινοι κόκκοι ως προς την επίδραση στην μεταλλαξιγόνο 
δράση του οξειδωτικού παράγοντα t-BOOH, με απώτερο σκοπό την αποσαφήνιση του 
μηχανισμού δράσης του καφέ. Αρχικά, παρήχθησαν τα εκχυλίσματα καφέ. Συνολικά 
εξετάστηκαν εννέα δείγματα καφέ που προέρχονται από τα είδη Arabica και Robusta. 
Από αυτά τα δείγματα, τρία προέρχονταν από πράσινους κόκκους και τα υπόλοιπα έξι 
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από τους αντίστοιχους καβουρδισμένους καθώς σε μια ποικιλία εξετάστηκαν τέσσερα 
διαφορετικά καβουρδίσματα.   
Το επόμενο βήμα ήταν ο υπολογισμός του ολικού πολυφαινολικού 
περιεχομένου ( PC) των εκχυλισμάτων, καθώς οι πολυφαινόλες είναι από τα πιο 
σημαντικά βιοδραστικά συστατικά που περιέχουν τα φυτικά προϊόντα. Τα 
αποτελέσματα έδειξαν πως το  PC μειώθηκε σημαντικά στους καβουρδισμένους 
κόκκους τόσο στην ποικιλία Ro usta όσο και στον Ντεκαφεϊνέ. Κάτι παρόμοιο 
παρατηρήθηκε και στον Brazil, ωστόσο σε αυτή την περίπτωση το πράσινο δείγμα είχε 
χαμηλότερο ποσοστό πολυφαινολών σε σχέση με το ελαφρύτερα καβουρδισμένο 
δείγμα (Brazil Roasted 4). Η παρατηρούμενη μείωση του  PC ήταν αναμενόμενη με 
βάση τη βιβλιογραφία καθώς μόρια όπως τα χλωρογενικά οξέα είναι ευαίσθητα σε 
μεταβολές της θερμοκρασίας όπως η μεγάλη αύξηση κατά τη διάρκεια του 
καβουρδίσματος (Perrone, Donangelo, Donangelo, & Farah, 2010). Το χαμηλότερο  PC 
στους πράσινους κόκκους του Brazil πιθανότατα οφείλεται σε ατελή εκχύλιση των 
πολυφαινολικών συστατικών τους λόγω δυσκολίας στην κονιορτοποίηση των πράσινων 
κόκκων.  
 Στη συνέχεια, μελετήθηκε η in vitro αντιοξειδωτική ικανότητα των 
εκχυλισμάτων μέσω της μεθόδου εξουδετέρωσης ριζών σουπεροξειδίου. Με βάση τα 
αποτελέσματα στον Brazil παρατηρήθηκε διπλασιασμός της δραστικότητας στο δείγμα 
Roasted 4 συγκριτικά με τον Brazil Green. Ωστόσο, στα επόμενα χρονικά 
καβουρδίσματα η δραστικότητα μειώθηκε φτάνοντας στον Roasted 1 όπου ήταν ίδια με 
τον πράσινο.  σον αφορά τα δύο άλλα δείγματα, στο Robusta το καβουρδισμένο 
εκχύλισμα είχε μικρότερη δραστικότητα σε σχέση με το αντίστοιχο πράσινο ενώ στον 
Ντεκαφεϊνέ δεν παρατηρήθηκε κάποια διαφορά μεταξύ των εκχυλισμάτων. Το μοτίβο 
αυτό που παρατηρήθηκε πιθανώς να οφείλεται στη συγκέντρωση πολυφαινολών στο 
κάθε εκχύλισμα αφού, τα πιο δραστικά εκχυλίσματα είχαν και μεγαλύτερη ποσότητα 
πολυφαινολών ενω τα λιγότερο δραστικά βρέθηκε να έχουν λιγότερες πολυφαινόλες. 
Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα έρχονται σε συμφωνία με προηγούμενα in vitro 
πειράματα που έχουν πραγματοποιηθεί όσον αφορά τον Brazil. Αντίθετα, 
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παρατηρήθηκε διαφορά στα άλλα δύο δείγματα καθώς στις μεθόδους DPPH και ABTS 
και τα δύο εκχυλίσματα του Robusta είχαν παρόμοια δράση ενώ στον Ντεκαφεϊνέ το 
πράσινο εκχύλισμα εμφάνιζε ισχυρότερη δραστικότητα (Priftis et al., 2015). Τα 
δείγματα καφέ που εξετάστηκαν φάνηκε να έχουν ισχυρή δράση για την εξουδετέρωση 
ριζών σουπεροξειδίου οι οποίες είναι από τα σημαντικότερα είδη ελευθέρων ριζών που 
δημιουργούνται φυσιολογικά εντός του οργανισμού. 
 Επόμενο βήμα ήταν η πραγματοποίηση του τεστ του Ames για τον έλεγχο της 
αντιμεταλλαξιγόνου δράσης των εκχυλισμάτων. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε ο 
οξειδωτικός παράγοντας t-BOOH και η βακτηριακή σειρά TA102 η οποία είναι 
ευαίσθητη σε οξειδωτικές βλάβες. Βάσει των αποτελεσμάτων όλα τα εκχυλίσματα 
εμφάνισαν αντιμεταλλαξιγόνο δράση στο εύρος συγκεντρώσεων που 
χρησιμοποιήθηκαν. Σε όλες τις περιπτώσεις ο οξειδωτικός παράγοντας οδήγησε σε 
διπλασιασμό των παρατηρούμενων επαναμεταλλάξεων ενώ τα εκχυλίσματα οδήγησαν 
σε μείωση του αριθμού αποικιών με ένα δοσοεξαρτώμενο τρόπο. Ωστόσο, και πάλι 
παρατηρήθηκαν διαφορές μεταξύ των εκχυλισμάτων. Αναλυτικότερα, για τoν Brazil 
Green το IC50 ήταν στα 132μg/plate ενώ στον Roasted 4 έπεσε στα 51μg/plate. Εν 
συνεχεία στον Roasted 3 ανέβηκε στα 67μg/plate, στον Roasted 2 στα 79μg/plate ενώ ο 
Roasted 1 είχε IC50 στα 66μg/plate. Άρα, η αντιμεταλλαξιγόνος ικανότητα αυτού του 
είδους καφέ φαίνεται να αυξάνεται στα ψημένα εκχυλίσματα. Αυτό πιθανώς οφείλεται 
στις αντιδράσεις Maillard που οδηγούν στο σχηματισμό μελανοϊδινών στις οποίες 
συχνά ενσωματώνονται και μόρια χλωρογενικού οξέος. Αυτά τα παραγόμενα 
πολυμερή, όπως έχει ήδη αναφερθεί, θεωρούνται βιοδραστικά μόρια (Daglia et al., 
2000) και ίσως να είναι υπεύθυνα για την παρεμπόδιση των επαναμεταλλάξεων από 
τον t-BOOH. Στον Robusta το πράσινο εκχύλισμα είχε IC50 στα 72μg/plate ενώ το 
καβουρδισμένο στα 76μg/plate.  πως και στο σουπεροξείδιο το ελαφρύ καβούρδισμα 
(Roasted 4) οδήγησε σε κατακόρυφη αύξηση της δραστικότητας του καφέ ενώ όσο 
αυξάνεται ο χρόνος καβουρδίσματος τόσο αυτή μειώνεται. Μολαταύτα, στο δείγμα 
Roasted 1 παρατηρήθηκε μία διαφοροποίηση με άλλα in vitro πειράματα καθώς η 
δραστικότητα αυξήθηκε σε σχέση με το δείγμα Roasted 2. Αυτή η διαφοροποίηση 
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παρατηρήθηκε και σε παράλληλο πείραμα που πραγματοποιήθηκε σε 
κυτταροκαλλιέργειες και αυτό πιθανώς να οφείλεται στη διαφορετική σύσταση των 
εκχυλισμάτων και το πως αυτά αλληλεπιδρούν με τα κύτταρα σε σχέση με την 
απευθείας εξουδετέρωση ριζών in vitro. Στα άλλα δύο εκχυλίσματα που εξετάστηκαν 
δεν υπήρξε σημαντική διαφορά μεταξύ των πράσινων και των αντίστοιχων 
καβουρδισμένων. Η αντιμεταλλαξιγόνος δράση που παρατηρήθηκε πιθανώς οφείλεται 
σε μόρια που μπορούν να εξουδετερώσουν τις ελεύθερες ρίζες που παράγονται 
εξαιτίας του t-BOOH όπως είναι διάφορες πολυφαινόλες και μελανοϊδίνες. Επίσης, τα 
διτερπένια καφεστόλη και καφεόλη που αναφέρθηκαν και στην εισαγωγή έχουν 
εμφανίσει αντιμεταλλαξιγόνες ιδιότητες (K. J. Lee & Jeong, 2007). 
 Στο τελευταίο πειραματικό βήμα, πραγματοποιήθηκε τεστ του Ames με 
παράλληλη μεταβολική ενεργοποίηση. Αυτό έγινε με τη βοήθεια του μίγματος S9 που 
περιέχει πληθώρα μεταβολικών ενζύμων. Η διαφορά με το απλό τεστ του Ames ήταν η 
επώαση των εκχυλισμάτων με το μίγμα S9 προτού προστεθούν στο τρυβλίο. Κατά 
αυτόν τον τρόπο πραγματοποιείται μεταβολισμός των συστατικών του εκχυλίσματος 
αλλάζοντας πιθανώς τη δραστικότητα τους. Στο συγκεκριμένο σκέλος του πειράματος 
εξετάστηκαν μόνο τα δείγματα Brazil Green, Roasted 1 και Roasted 4, για να μπορεί να 
φανεί η διαφορά μεταξύ πράσινου, ελαφρώς καβουρδισμένου και αρκετά 
καβουρδισμένου καφέ. Τα αποτελέσματα του πειράματος αυτού δεν έδειξαν μεγάλες 
διαφορές σε σχέση με το απλό τεστ Ames αφού τόσο ο Roasted 1 όσο και ο Roasted 4 
εμφάνισαν παρόμοια επίπεδα δραστικότητας είτε υπέστησαν μεταβολική 
ενεργοποίηση είτε όχι. Μόνο στο πράσινο εκχύλισμα παρατηρήθηκε διαφορά καθώς το 
δείγμα που είχε υποστεί μεταβολική ενεργοποίηση εμφάνισε ισχυρότερη 
αντιμεταλλαξιγόνο δράση σε σχέση με το δείγμα χωρίς μεταβολική ενεργοποίηση αλλά 
και πάλι όχι σε μεγάλο βαθμό (9,28%).  
 Από τα παραπάνω είναι εμφανές ότι ο καφές παρουσιάζει ισχυρή 
αντιμεταλλαξιγόνο δράση εφόσον μπορεί να αναστείλει κατά το ήμισυ τις αποικίες που 
αναπτύσσονται λόγω δράσης του t-BOOH σε συγκεντρώσεις από 51-132μg/plate. Τα 
συγκεκριμένα αποτελέσματα έρχονται σε αντίθεση με την υπάρχουσα βιβλιογραφία 
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καθώς σε τρεις μελέτες που είχαν πραγματοποιηθεί στο παρελθόν με χρήση των 
στελεχών  A98,  A100 και  A102 του S. typhimurium  ο καφές εμφάνισε μεταλλαξιγόνο 
δράση (Aesch acher, Cha  uis, & Würzner, 1980; Blair & Shi amoto, 1984; Friederich, 
Hann, Albertini, Schlatter, & Wurgler, 1985). Μια σημαντική όμως διαφορά της 
παρούσης μελέτης με τις εργασίες που αναφέρθηκαν είναι η συγκέντρωση του 
χρησιμοποιούμενου καφέ καθώς στη συγκεκριμένη περίπτωση χρησιμοποιήθηκαν 
μέχρι και 300μg/plate ενώ στα άλλα πειράματα έγινε χρήση μεγαλύτερων 
συγκεντρώσεων εώς και 50mg/plate. Η μεταλλαξιγόνος επίδραση του καφέ σε τόσο 
υψηλές συγκεντρώσεις πιθανώς να οφείλεται σε μόρια όπως η μεθυλγλυοξάλη η οποία 
δεν εκδηλώνει δράση στις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν στο παρόν πείραμα. 
 Εν κατακλείδι, τα εκχυλίσματα καφέ που εξετάστηκαν εμφάνισαν τόσο 
αντιοξειδωτική όσο και αντιμεταλλαξιγόνο δράση. Τα αποτελέσματα αυτά προσδίδουν 
νέες, ενδιαφέρουσες και ευεργετικές για τον οργανισμό ιδιότητες σε αυτό το τόσο 
δημοφιλές ρόφημα. Βέβαια, είναι απαραίτητο να λάβουν χώρα περαιτέρω μελέτες για 
να επιβεβαιωθούν τα παραπάνω αποτελέσματα και να καθοριστούν οι καλύτερες 
ποικιλίες και οι βέλτιστες δόσεις που θα πρέπει να καταναλώνονται για να 
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